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Resum

RESUM

La taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (CPVT) és una malaltia
hereditaria que es caracteritza per I'aparicié d’arritmies ventriculars en situacions
d'estrés fisic o emocional que causen sincope, arritmies cardiaques i mort sobtada
cardiaca (MSC) en individus joves amb el cor estructuralment normal. Més del 50% dels
casos diagnosticats de CPVT es troben associats a mutacions en el gen del receptor de
rianodina de tipus 2 (RYR2). Aquestes mutacions presenten penetrancia incompleta i
expressivitat variable, suggerint que el patrimoni genétic dels individus podria jugar un

paper important en la modulacid del fenotip de la malaltia.

Entre els anys 1994-2007 al sud de I'llla de Gran Canaria es van identificar 11 casos de
MSC en situacions d’estrées emocional o fisic en individus joves. Aquests individus
formaven part de quatre families aparentment no relacionades, pero es va sospitar que
el cassos poguessin estar relacionats. Un gran estudi genealogic va permetre connectar
les quatre families dins d’un arbre genealogic de més de 2000 membres amb un
avantpassat comu nascut el 1749. Els analisis genétics van revelar que la mutacio
RYR2 _c.G1069A (RYR2_p.G357S) podria ser la causant dels casos de CPVT que havien
causat la MSC als individus portadors. Inicialment, es van identificar 179 portadors vius
d’aquesta mutacidé i 36 subjectes morts. D’entre els individus morts, 6 eren genotip
positius i els altres havien mort en circumstancies documentades altament suggestives
de CPVT. En estudis amb cel-lules HEK-293T es va determinar que la mutacié generava
un guany de funcié en situacions d’estimulacié de la via B-adrenérgica, la qual cosa
explicaria els casos de MSC en estrés emocional i/o fisic dels individus joves d’aquesta
gran familia. Estudis posteriors, van proposar que la variabilitat en la penetrancia i
expressivitat del fenotip en la familia podria ser explicada per una disminucié de la

guantitat de proteina del RYR2 provocada per la mutacid.

La possibilitat de generar cardiomiocits a partir de cel-lules mare pluripotents induides
(iPSC-CM) dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S obria la possibilitat
d’estudiar com la mutacié alteraria la funcié dels canals RYR2 natius en cardiomiocits
especifics del pacient, a diferéncia dels canals recombinants, i com es podria relacionar

el patrimoni genetic de I'individu amb el fenotip cel-lular observat. Amb aquesta base
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ens varem proposar investigar els mecanismes cel-lulars fonamentals de la relacio
genotip-fenotip associats a la mutacid, partint de la hipotesi central per aquesta tesi de
gueé el guany de funcié associat a la mutacié RYR2_p.G357S és dependent del nombre

d’al-lels mutats i del patrimoni genétic dels individus donants.

Partint d’aquesta hipotesi central varem estudiar 'efecte de la mutacié sobre la funcié
del RYR2 en iPSC-CM obtinguts de bidpsies de pell de cinc individus donants. També
varem sequenciar el genoma complet dels individus. Dos dels individus (CPVT-53 i CPVT-
54) presentaven la mutacié RYR2_p.G357S en homozigosi, mentre que els altres tres la
presentaven en heterozigosi (CPVT-51, CPVT-52 i CPVT-55). L'individu CPVT-51 (va patir
un episodi de presincope a 19 anys i una MSC recuperada a 21 anys) i I'individu CPVT-55
(no se li coneixia simptomatologia) eren germans. L'individu CPVT-52 (heterozigot, va
patir un sincope a 39 anys) i I'individu CPVT-53 (homozigot, va patir un sincope a 8 anys)
tenien un parentesc de segon grau ja que eren primera i tercera generacio,
respectivament, del mateix nucli familiar. L'individu CPVT-54, no tenia cap parentesc
amb els individus anteriors, i havia patit dos episodis de sincopes, el primer a 8 anys.
Tots els individus seleccionats es trobaven sota tractament B-bloquejants excepte
I'individu CPVT-52 que el va abandonar. Tots els individus simptomatics (CPVT-51, CPVT-
52, CPVT-53, i CPVT-54) portaven un desfibril-lador automatic implantat mentre que

I'individu CPVT-55 seguia recomanacions d’estil de vida.

Per estudiar I'efecte de la mutacid RYR2_p.G357S sobre la dinamica del Ca*
intracel-lular, primer vam analitzar els transitoris de Ca?* induits per estimulacié
eléctrica de camp dels iPSC-CM derivats de cada individu. En aquests experiments no va
ser possible determinar canvis en l'acoblament excitacié-contraccié. En canvi, els
transitoris induits per estimulacié farmacologica directa, utilitzant cafeina 10 mM, van
mostrar un augment de funcié generalitzat del RYR2 en totes les linies cel-lulars
portadores de la mutacié respecte el control sa. Aquest guany de funcié es va observar
tant en condicions basals com d’estimulacié B-adrenérgica amb isoproterenol (1ISO) 100

nM. Tot i aix0, no es va distingir un patré associat al nombre d’al-lels mutats.

Seguidament, varem realitzar experiments de concentracié-resposta de cafeina i varem
ajustar la funcié de Hill als valors experimentals. Aquests experiments van mostrar que,

en condicions basals, totes les linies portadores de la mutacid RYR2_ p.G357S
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presentaven una sensibilitat a la cafeina major que els iPSC-CM del control sa. Tot i aixo0,
els iPSC-CM de l'individu homozigot CPVT-53 presentaven un guany de funcié encara
major que les altres linies portadores. Sorprenentment, I'activacié B-adreneérgica no
només no va produir un major augment de la funcié en iPSC-CM portadors de la mutacié
sin6 que en dues d’aquestes linies la va disminuir. A diferéncia dels iPSC-CM del control,
la presencia d’ISO 100 nM no va provocar un canvi significatiu de la resposta a cafeina
en els iPSC-CM dels individus heterozigots CPVT-51 i CPVT-55, ni en els de I'individu
homozigot CPVT-54. Més encara, els iPSC-CM de l'individu homozigot CPVT-53 i del
heterozigot CPVT-52 van mostrar una caiguda en la sensibilitat a la cafeina en preséncia
d’ISO 100 nM. La sensibilitat a cafeina dels iPSC-CM de I'individu CPVT-53 va disminuir
fins al nivell dels iPSC-CM dels individus CPVT-51, CPVT-54 i CPVT-55. En canvi, la
sensibilitat a la cafeina dels iPSC-CM de l'individu CPVT-52 va disminuir fins a quasi el
nivell de sensibilitat dels iPSC-CM de I'individu control sa en condicions basals. Aquestes
respostes anomales a la activacié B-adrenérgica per part dels iPSC-CM portadors de la
mutacid RYR2_p.G357S suggereixen un grau de disfuncionalitat del canal que podria ser

a la base de les arritmies letals de la malaltia.

Tot i que els iPSC-CM dels individus CPVT-51 i CPVT-55 (germans heterozigots) no van
mostrar grans diferéncies funcionals, més enlla d’'una major resposta en els transitoris
induits per cafeina 10 mM dels iPSC-CM de l'individu CPVT-51, als informes clinics es va
registrar una MSC recuperada per part de l'individu CPVT-51, mentre que l'individu
CPVT-55 era asimptomatic. L'estudi de les variants Uniques en el genoma de I'individu
CPVT-51 va suggerir que la severitat del seu fenotip podria explicar-se per |'efecte
modulador de les variants de significat incert SCN11A_c.A5366G (Nay1.9_p.H1789R) i
TTN_c.G51662A (TTN_p.R17221H).

El grau de parentesc entre els individus CPVT-52 i CPVT-53 suggeria la presencia d’un
factor genetic que actuaria com a protector envers el substrat proarritmic. L’analisi dels
genomes dels individus CPVT-52 i CPVT-53 no ens van permetre determinar si alguna de
les variants compartides podria ser la responsable de la disminucié de la funcié

observada en els cardiomiocits corresponents en preséncia d’ISO 100 nM.

La mutacid RYR2_p.G357S mostra una baixa penetrancia dins la familia, aquest fet

s’havia associat a la desestabilitzacid del domini N-terminal del RYR2 que produia la
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disminucio de la quantitat de proteina observada en el model cel-lular HEK-293T. Segons
aix0, la desestabilitzacié del domini N-terminal produiria un guany de funcié i una
perdua de funcio a causa de la reduccié del nombre de canals de RYR2. En contraposicié
al model heteroleg, el nostre model natiu de cardiomidcits especifics de pacients ens va
permetre determinar que la quantitat de proteina RYR2 no es veia afectada per la

mutacio.

Tots els resultats en conjunt suggereixen que el guany de funcid causat per la mutacid
RYR2_p.G357S en condicions basals i la seva resposta anomala a l'estimulacio B-
adrenergica és el substrat arritmogénic necessari per qué es formin les arritmies
malignes. La baixa penetrancia i expressivitat de la mutacié en la gran familia de I'llla de
Gran Canaria no és donada per la degradacio de RYR2. Siné que variants individuals, com
les trobades en aquest estudi, podrien augmentar o disminuir la severitat del fenotip

dels individus portadors de la mutacio.
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RESUMEN

La taquicardia ventricular polimdrfica catecolaminérgica (CPVT) es una enfermedad
hereditaria que se caracteriza por la aparicién de arritmias ventriculares en situaciones
de estrés fisico o emocional que causan sincope, arritmias cardiacas y muerte subita
cardiaca (MSC) en individuos jovenes con el corazén estructuralmente normal. Mas del
50% de los casos diagnosticados de CPVT se encuentran asociados a mutaciones en el
gen del receptor de rianodina de tipo 2 (RYR2). Estas presentan penetrancia incompleta
y expresividad variable, sugiriendo que el patrimonio genético de los individuos podria

jugar un papel importante en la modulacién del fenotipo de la enfermedad.

Entre los aflos 1994-2007 en el sur de la Isla de Gran Canaria se identificaron 11 casos
de MSC en situaciones de estrés emocional o fisico en individuos jévenes. Estos
individuos formaban parte de cuatro familias aparentemente no relacionadas, pero se
sospechd que los casos pudieran estar relacionados. Un gran estudio genealdgico
permitiod conectar a las cuatro familias dentro de un arbol genealdgico de mas de 2000
miembros con un antepasado comun nacido el 1749. El andlisis genético reveld que la
mutacion RYR2_c.G1069A (RYR2_p.G357S) podria ser la causante de los casos de CPVT
gue causaron la MSC a los individuos portadores. Se identificaron inicialmente 179
portadores vivos de esta mutacidén y 36 sujetos muertos. Entre los sujetos muertos 6
eran genotipo positivo y los demds habian muerto en circunstancias documentadas
altamente sugestivas de CPVT. En estudios con células HEK-293T se determind que la
mutacion generaba una ganancia de funcion en situaciones de estrés B-adrenérgico, lo
que explicaba los casos de MSC en estrés emocional y/o fisico de los individuos jévenes
de esta familia. Estudios posteriores propusieron que la variabilidad en la penetrancia 'y
expresividad del fenotipo en la familia podria ser explicada por una disminucidn de la

cantidad de proteina del RYR2 provocada por la mutacion.

La posibilidad de generar cardiomiocitos a partir de células madre pluripotentes
inducidas (iPSC-CM) de los individuos portadores de la mutacion RYR2_p.G357S abria la
posibilidad de estudiar cdbmo la mutacién alteraria la funcién del RYR2 nativo en
cardiomiocitos especificos del paciente, a diferencia de los canales recombinantes, y

cdmo se podria relacionar el patrimonio genético del individuo con el fenotipo celular
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observado. Con esta base nos propusimos investigar los mecanismos celulares
fundamentales de la relacién genotipo-fenotipo asociados a la mutacidn, partiendo de
la hipdtesis central para esta tesis de que la ganancia de funcion asociada a la mutacién
RYR2_p.G357S es dependiente del nimero de alelos mutados y del patrimonio

genético de los individuos donantes.

Partiendo de esta hipdtesis central se estudio el efecto de la mutacién sobre la funcidn
del RYR2 en iPSC-CM obtenidos de biopsias de piel de cinco individuos donantes.
También, se secuencié el genoma completo de los individuos. Dos de los individuos
(CPVT-53 y CPVT-54) presentaban la mutacidon RYR2_p.G357S en homocigosis, mientras
qgue los otros tres la presentaban en heterocigosis (CPVT-51, CPVT-52 y CPVT-55). El
individuo CPVT-51 (sufrié un episodio de presincope a los 19 afios y una MSC recuperada
a los 21 afos) y el individuo CPVT-55 (no se le conocia sintomatologia) eran hermanos.
El individuo CPVT-52 (heterocigoto, sufrié un sincope a los 39 afios) y el individuo CPVT-
53 (homocigoto, sufrié un sincope a los 8 afios) tenian un parentesco de segundo grado
ya que eran primera y tercera generacién, respectivamente, del mismo nucleo familiar.
El individuo CPVT-54, no tenia ningln parentesco con los individuos anteriores, y habia
sufrido dos episodios de sincopes, el primero a los 8 anos. Todos los individuos estaban
bajo tratamiento con B-bloqueantes excepto el individuo CPVT-52 que lo abandond.
Todos los individuos sintomaticos (CPVT-51, CPVT-52, CPVT-53 y CPVT-54) tenian un
desfibrilador automatico implantado mientras que el individuo asintomatico (CPVT-55)

seguia recomendaciones de estilo de vida.

Para estudiar el efecto de la mutacidon RYR2_p.G357S sobre la dindmica del Ca**
intracelular, primero analizamos los transitorios de Ca?* inducidos por estimulacion
eléctrica de campo de los iPSC-CM derivados de cada individuo. En estos experimentos
no fue posible determinar cambios en el acoplamiento excitacidn-contraccidon. En
cambio, los transitorios inducidos por estimulacion farmacoldgica directa, utilizando
cafeina 10 mM, mostraron un aumento de funcién generalizado del RYR2 en todas las
lineas celulares portadoras de la mutacién respecto al control sano. Esta ganancia de
funcién se observé tanto en condiciones basales como de estimulacion B-adrenérgica
con isorproterenol (ISO) 100 nM. Sin embargo, no se distinguié un patrén asociado al

numero de alelos mutados.
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Seguidamente realizamos experimentos concentracion-respuesta de cafeina i
ajustamos la funcion de Hill a los puntos experimentales. Estos experimentos mostraron
que en condiciones basales, todas las lineas portadoras de la mutacion RYR2_p.G357S
presentaban una sensibilidad a la cafeina mayor que los iPSC-CM del individuo control
sano. Aun asi, los iPSC-CM del individuo homocigoto CPVT-53 presentaban una ganancia
de funcién alin mayor que las otras lineas portadoras. Sorprendentemente, la activacion
B-adrenérgica no sélo no produjo un mayor aumento de la funcién en los iPSC-CM de
los portadores de la mutacién, sino que en dos de estas lineas la funcion disminuyd. A
diferencia de los iPSC-CM del control sano, la presencia de ISO 100 nM no provocé un
cambio significativo de la respuesta a cafeina en los cardiomiocitos de los individuos
heterocigotos CPVT-51y CPVT-55, ni en los del individuo homocigoto CPVT- 54. Mds aun,
los iPSC-CM del individuo homocigoto CPVT-53 y del heterocigoto CPVT-52 mostraron
una caida en la sensibilidad a la cafeina en presencia de 1ISO 100 nM. La sensibilidad a
cafeina de los iPSC-CM del individuo CPVT-53 disminuyé hasta el nivel de los iPSC-CM de
los individuos CPVT-51, CPVT-54 y CPVT-55. En cambio, la sensibilidad a la cafeina de los
iPSC-CMs del individuo CPVT-52 disminuyd hasta casi el nivel de sensibilidad de los iPSC-
CM del control sano en condiciones basales. Estas respuestas andmalas a la activaciéon
B-adrenérgica por parte de las lineas portadoras de la mutacién RYR2_p.G357S sugieren
un grado de disfuncionalidad del canal que podria estar en la base de las arritmias letales

de la enfermedad.

Aunque los iPSC-CM de los individuos CPVT-51 y CPVT-55 (hermanos heterocigotos) no
mostraron grandes diferencias funcionales, mas alla de una mayor respuesta en los
transitorios inducidos por cafeina 10 mM de los iPSC-CM del individuo CPVT-51, en los
informes clinicos se registro una MSC recuperada por parte del individuo CPVT-51
mientras que el individuo CPVT-55 se mantuvo asintomatico. El estudio de las variantes
Unicas en el genoma del individuo CPVT-51 sugirid que la severidad de su fenotipo podria
explicarse por el efecto modulador de las variantes de significado incierto

SCN11A_c.A5366G (Nav1.9 p.H1789R)y TTN_c.G51662A (TTN_p.R17221H).

En cuanto a los individuos CPVT-52 y CPVT-53, su grado de parentesco sugeria la
presencia de un factor genético que actuaria como protector hacia el sustrato

proarritmico. El andlisis de los genomas de los individuos CPVT-52 y CPVT-53 no nos



Resumen

permitio determinar si alguna de las variantes compartidas podria ser la responsable de
la disminucion de la funcion observada en los iPSC-CM correspondientes en presencia

de ISO 100 nM.

La mutacién RYR2_p.G357S muestra una baja penetrancia dentro de la familia, este
hecho se habia asociado a la desestabilizacion del dominio N-terminal del RYR2 que
producia la disminucidn de la cantidad de proteina observada en el modelo celular HEK-
293T. De acuerdo con esto, la desestabilizacion del dominio N-terminal de la proteina
puede producir tanto una ganancia de funcién como una pérdida de funcién a través de
la reduccién del numero de canales de RYR2. En contraposicién al modelo heterélogo,
nuestro modelo nativo de cardiomiocitos especificos de pacientes nos permitid

determinar que la cantidad de proteina RYR2 no se veia afectada por la mutacion.

Todos los resultados en conjunto sugieren que la ganancia de funcién causada por la
mutacion RYR2_p.G357S en condiciones basales y su respuesta andémala a la
estimulacion B-adrenérgica es el sustrato arritmogénico necesario para que se formen
las arritmias malignas. La baja penetrancia y expresividad de la mutacion en la gran
familia de la Isla de Gran Canaria no esta dada por la degradacién de RYR2. Sino que
variantes individuales, como las encontradas en este estudio, podrian aumentar o

disminuir la severidad del fenotipo de los individuos portadores de la mutacion.
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SUMMARY

Catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia (CPVT) is an inherited disease
characterized by the appearance of ventricular arrythmias triggered by physical or
emotional stress situations that can cause syncope, cardiac arrhythmias, and sudden
cardiac death (SCD) in young individuals with a structural normal heart. Over 50% of
CPVT cases diagnosed are associated with mutations in the type 2 ryanodine receptor
(RYR2) gene. These mutations show incomplete penetrance and variable expressivity,
suggesting that genetic background of individuals plays a modulatory role in the disease

phenotype.

Between 1994-2007 in the south part of the Grand Canary Island 11 cases of SCD in
emotional or physical stress were identified in young individuals. These individuals came
from four apparently not related families, however it was suspected that the cases could
be related. An extensive genealogical study allowed to connect the four families in a
large genealogical tree formed by more than 2000 individuals with a common ancestor
born in 1749. Genetic analysis identified the mutation RYR2_c.G1069A (RYR2_p.G357S)
as the possible cause of the CPVT cases that lead to SCD in the mutation carriers in this
large family. Initially, 179 alive mutation carrier individuals, and 36 deceased individuals
were identified. Among the latter, six of the cases were positive for the mutation and
the remaining cases had died in documented circumstances highly suggestive of CPVT.
Studies performed with HEK-293T cells determined that the mutation produces a gain
of function when the B-adrenergic pathway was stimulated. This would explain the SCD
cases of young individuals in this family during emotional and/or physical stress. A
further study suggested that the variability in the penetrance of the mutation, and in its
phenotype expressivity could be due to a reduction in the amount of RYR2 protein

caused by the mutation.

The possibility to generate patient-specific cardiomyocytes from RYR2_p.G357S
mutation carriers, provides the opportunity to study the functional outcome of native
RYR2 mutant channels, (as opposed to recombinant channels) and to link the observed
cellular phenotype to the genetic background of the patient. Using this cellular model,

we investigated the cellular mechanisms involved in the relationship between genotype-
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phenotype associated to the mutation. The central hypothesis of this thesis is that the
gain of function associated to the RYR2_p.G357S mutation is dependent on the

number of mutated alleles and the genetic background of the donors.

Following this central hypothesis, we studied the functional effect of the mutation in
iPSC-CM derived from skin biopsies from five donors. We also performed whole genome
sequence of the five individuals. Two of the individuals (CPVT-53 and CPVT-54) were
homozygous for the mutation RYR2_p.G357S, and the other three individuals (CPVT-51,
CPVT-52, and CPVT-55) carried the mutation in heterozygosity. The individual CPVT-51
(suffered a presyncope at the age of 19 and a rescued SCD at the age of 21) and the
individual CPVT-55 (asymptomatic) were siblings. The individual CPVT-52 (suffered a
syncope at the age of 39) and the CPVT-53 (homozygous, suffered a syncope at the age
of 8) were grandparent and grandchild, respectively. The individual CPVT-54 (suffered
two syncopes, the first one at the age of 8), was not a close relative of any of the donors.
All the individuals were under B-blockers treatment except the individual CPVT-52 who
discontinued the treatment. All symptomatic individuals (CPVT-51, CPVT-52, CPVT-53,
and CPVT-54) have an implantable cardioverter-defibrillator whilst the asymptomatic

individual (CPVT-55) only follows lifestyle recommendations.

To study the effect of the RYR2_p.G357S mutation on the intracellular Ca%* dynamics,
we first studied Ca?* transients from patient-specific iPSC-CM paced with electric field
stimulation. In this experimental series, patient-specific iPSC-CM from either control or
mutation carriers show similar excitation-contraction coupling parameters. We next
performed experiments using pharmacological stimulation of iPSC-CM with a short
pulse of 10 mM caffeine and observed a generalized increase in the RYR2 function in all
the mutation carrier cell lines compared to the healthy control. We observed this gain
of function in basal conditions as well as in conditions of B-adrenergic stimulation with
isoproterenol (ISO) 100 nM. Despite these results, we were not able to distinguish a

pattern between cell lines from individuals with the same number of mutated alleles.

We next performed caffeine concentration-response experiments and fitted
experimental points to a Hill equation. In basal conditions, all iPSC-CM from
RYR2_p.G357S mutation carriers showed a higher caffeine sensitivity than control iPSC-

CM. The highest caffeine sensitivity was observed in the iPSC-CM corresponding to
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homozygous individual CPVT-53. Surprisingly, B-adrenergic stimulation failed to further
increase the caffeine sensitivity of iPSC-CM from mutation carriers, unlike the healthy
control iPSC-CM which caffeine sensitivity was significantly increased. The presence of
ISO 100 nM did not induce any significant change in the caffeine sensitivity of iPSC-CM
from heterozygous CPVT-51 and CPVT-55 individuals, or the iPSC-CM from the
homozygous CPVT-54 individual. Interestingly, caffeine sensitivity of CPVT-53 iPSC-CM
decreased to levels similar to that of CPVT-51, CPVT-54, and CPVT-55 iPSC-CM, and
furthermore, CPVT-52 iPSC-CM showed a decrease in the caffeine sensitivity that
decreased to a level as low as that of the healthy control iPSC-CM in basal conditions.
These abnormal responses to [-adrenergic activation suggest that channel
dysfunctionality due to the RYR2_p.G357S mutation is at the base of the lethal

arrythmias in this family.

Although the iPSC-CM of the CPVT-51 and CPVT-55 individuals (heterozygous siblings)
did not show big functional differences, only a greater response in transients induced by
10 mM caffeine of CPVT-51 individual iPSC-CM, the individual CPVT-51 suffered a
rescued SCD whilst individual CPVT-55 remained asymptomatic. The analysis of unique
genomic variants from individual CPVT-51 suggests that the variants of uncertain
significance SCN11A c.A5366G  (Nayl.9 p.His1789Arg), and TTN_c.G51662A
(TTN_p.Argl7221His) can account for the severity of their phenotype. We also look for
common variants between close related individuals CPVT-52 and CPVT-53 that may
explain the decrease in the RYR2 function observed in their corresponding iPSC-CM in
the presence of ISO 100 nM. None of the common variants found suggested us a likely

mechanism for this abnormal cellular response to ISO.

The mutation RYR2_p.G357S displays low penetrance in this family that had been
associated to a decrease in the amount of protein observed in HEK-293T cells. According
to this, the destabilization of the N-terminal domain of the RYR2 protein due to de
mutation, may produce both, a gain of function and a loss of function trough a reduction
in the number of RYR2 channels. However, we can rule out that mechanism since in our
model of native patient-specific cardiomyocytes the amount of the RYR2 protein was

not affected by the mutation.
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All together our results suggest that the gain of function caused by the RYR2_p.G357S
mutation in basal conditions and the anomalous response to B-adrenergic stimulation
constitutes the arrhythmogenic substrate necessary for the formation of malignant
arrhythmias. The low penetrance and variable expressivity of the mutation in this large
family is not caused by RYR2 protein degradation. The individual variants, like the
variants identified in this study, could increase or decrease the severity of the phenotype

in individuals carrying the mutation.
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1. La mort sobtada al sud de I'llla de Gran Canaria

L'any 1995 a Sant Bartolomé de Tirajana, un petit municipi situat al sud de I'llla de Gran
Canaria, es va registrar la mort sobtada d’un noi de 21 anys mentre conduia. Dos anys
més tard, 'any 1997, una cosina seva va morir a 21 anys mentre caminava per la
muntanya.

Pocs anys despreés a I'any 2002 la filla gran d’'una familia amb quatre filles, també de I'llla
de Gran Canaria, va morir de forma sobtada mentre jugava. Aquest cas va fer saltar les
alarmes i es van fer estudis a les altres tres germanes. Malgrat aixd, no es va trobar cap
anomalia estructural ni electrica al cor. Un any després de la mort de la germana gran,
una altra germana va morir a 10 anys mentre nedava. L'any 2007, una altra va morir a

13 anys mentre estava en un parc d’atraccions.

Tots aquests casos de mort sobtada registrats en individus de families aparentment no
relacionades tenien diversos factors comuns: tots es produien en situacions d’estres
emocional o fisic, els individus afectats eren joves d’entre 10 i 26 anys i tots els casos
s’havien donat en families que habitaven una petita regio al sud de I'llla de Gran Canaria.

Totes aquestes coincidéncies van fer pensar que els casos podien estar relacionats.

Un estudi genealogic, finalitzat I'any 2004, va demostrar que totes les families en les
quals s’havien registrat casos compartien un avantpassat comu nascut el 1749. Aquesta
gran familia va resultar estar formada per més de 2000 individus i més de 400 families

(Figura 1).
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Figura 1. Pedigri de la Gran Familia de I’llla de Gran Canaria. Es mostren els 2000 individus vius

que comparteixen un avantpassat comu. Obtinguda de Wangiiemert i col-laboradors (2015):.

El fet que tots els casos de mort sobtada s’haguessin donat en situacions d’estrés
emocional o fisic va fer sospitar als investigadors que la responsable de les morts podria
ser la taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (CPVT), pero fins al moment

se’n desconeixia la causa.

Per aquest motiu, Wangliemert i col-laboradors (2015) van realitzar I’estudi genétic dels
2000 individus que formaven aquesta gran familia. L'estudi genétic va revelar la
presencia de la mutacié c.1069G>A al receptor de rianodina tipus 2 (RYR2,
RYR2_p.G357S) en els individus que havien patit mort sobtada. En aquest treball, els
estudis funcionals realitzats per investigadors del nostre grup van demostrar el
comportament patogenic de la mutacid en situacions que simulaven l'estrés [-
adrenergic.! Aquest fet podria explicar els casos de mort sobtada registrats fins al

moment a I'llla de Gran Canaria.

Dins aquesta gran familia, es van identificar inicialment 179 portadors vius d’aquesta
mutacio i 36 subjectes morts, dels quals 6 eren genotip positiu i els altres havien mort
en circumstancies documentades altament suggestives de CPVT. A nivell clinic, es va
aplicar un protocol de control exhaustiu basat en proves d’esforg, ecografies i Holter

combinat amb el tractament amb B-bloquejants. Unicament es van registrar casos de
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mort sobtada cardiaca (MSC) en els individus que no van voler participar en el diagnostic

genetic.

La mutacid RYR2_p.G357S representa un clar cas de mutacié fundadora. Tots els casos
registrats fins al moment de CPVT a I'llla de Gran Canaria estan associats a portadors
d’aquesta mutacié en homozigosi o heterozigosi. Tot i que aquesta mutacié hagi estat
estudiada en un model d’expressid heterologa, queden moltes incognites per explicar el
comportament d’aquesta mutacié en aquesta gran familia. Per aquest motiu, en la
present tesis doctoral estudiarem en detall els mecanismes patogenics de la mutacié en
cardiomocits derivats de cel-lules mare pluripotents induides dels propis pacients.
D’aquesta manera volem explicar de forma més acurada el comportament de la mutacid
en un context fisiologic semblant al cardiac i entendre el paper del llinatge genétic sobre

I’expressivitat i la penetrancia del fenotip associat a la mutacio.

2. Mort sobtada cardiaca

Es defineix com a MSC la mort inesperada causada per una condicié cardiaca que es
dona una hora després de I'aparicio dels simptomes.?* La MSC és una de les causes més
comunes de mort arreu del mén, amb una freqiiencia de 1.3-2.28 casos per 100.000
habitants en individus joves menors de 35 anys.* La MSC és una de les principals causes
de mort als paisos occidentals i és responsable de la majoria de les morts per malalties
cardiovasculars. Anualment a Europa moren sobtadament 300.000 persones.>?

Molts dels casos de MSC en pacients per sobre els 35 anys sén causades per problemes
coronaris o isquemics. Pel contrari, la MSC en individus menors de 35 anys sovint és
causada per malalties arritmogéniques amb o sense una alteracid estructural del cor
associada. Aquestes malalties sén el resultat d’alteracions genetiques heretables com

les cardiomiopaties i les canalopaties.®

Les cardiomiopaties sén un seguit de patologies que indueixen anomalies estructurals al
cor. Les principals cardiomiopaties son la cardiomiopatia hipertrofica (1 cas cada 500
individus), cardiomiopatia dilatada (1 cas cada 2500 individus) i la cardiomiopatia
arritmogeénica de ventricle dret (1 cas cada 2000-5000 individus).® Aquestes normalment
son resultat d’alteracions genétiques en les proteines que formem els desmosomes,

sarcomers o citoesquelet.
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Les canalopaties, en canvi, sén patologies hereditaries provocades per mutacions en
gens que codifiquen per canals ionics, localitzats a la membrana o organuls cel-lulars, o
en subunitats reguladores que trenquen el balang dels corrents idnics. Aquestes
mutacions alteren les propietats biofisiques o la quantitat de canals ionics modificant el
potencial d’accié cardiac (PAC) o I'acoblament excitacid-contraccié (E-C) dels
cardiomiocits. Aquest fet provoca arritmies mortals en absencia de defectes estructurals
en el cor. Les principals canalopaties sén la Sindrome de Brugada (1 cas cada 5000
individus), la sindrome de QT llarg (1 cas cada 5000-20000 individus) i la CPVT (1 cas cada
10000 individus).>”8

2.1. Activitat electrica del cor

Cada un dels batecs del cor s’inicia al nodul sinoauricular (NSA). Aquest nodul esta
format per uns miocits cardiacs especialitzats anomenats marcapassos. Aquestes
cél-lules tenen corrents auto-despolaritzants que les despolaritzen de forma espontania,
fins a arribar al llindar, i aixi iniciar cada batec. El PAC es propaga per I'auricula fins al
nodul auriculoventricular (NAV) i es seguira propagant a través de les fibres de Purkinje

gue formen el sistema de conduccié fins a I'apex, provocant la contraccié dels ventricles

(Figura 2).
Nodul z
Sinoauricular éuncula
squerra
Nodulf  NSA)
Auriculoventricular Ealida HIss
(NAV)
Fibres de
Auricula Purkinje
Dreta ———_,

Ventricle
Dret

Apex
Figura 2. Representacié esquematica de I'anatomia del cor huma. Creada amb Biorender.com.

Aquest impuls electric esta estrictament governat per 'obertura i tancament coordinat

de diferents canals dependents del voltatge, que permeten el pas de corrents ionics a
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través de la membrana cel-lular cap a l'interior o I'exterior de la cél-lula segons els seus
gradients electroquimics. Els corrents anomenats entrants (per convencid), representen
el moviment de cations de I'exterior cap al citoplasma de la cél-lula i despolaritzen la
membrana cel-lular. Els principals corrents despolaritzants sén els corrents de Na* (Ina) i
de Ca?* (Icay). Per un altra banda, els corrents de cations que van del citoplasma cap a
I’exterior de la cel-lula (o d’anions en sentit contrari) s’"anomenen corrents sortints i sén
corrents repolaritzants, principalment de K* (lto, lkur, Ir, lks, k1) (Figura 3A). El PAC doncs
és el resultat dels fluxos d’aquests corrents ionics a cada batec i es pot dividir en 4 fases
(Figura 3B)®:

. La fase 4 o de rep0s ve principalment determinada, tant en auricula com en
ventricle, pel corrent rectificador entrant Ik1 que manté el potencial de la membrana

dels cardiomiocits al voltant de -85mV.

. La fase 0 consisteix en la despolaritzacié rapida de la membrana donada pel
corrent de sodi dependent de voltatge Ina. En aquesta fase el potencial de membrana

arriba fins al voltant de +40mV en 2 ms.

. La fase 1 és una repolaritzacié primerenca en la qual hi ha una sortida transitoria
de ions K* (lo), al mateix temps que es produeix la inactivacié del corrent Ina. Aquesta
fase produeix un potencial més negatiu conegut com a “notch” que pot ser més o menys

marcat a diferents regions del cor.

. La fase 2 és una fase de plateau i representa el balan¢ entre el corrent
despolaritzant de calci de tipus L (IcaL) i els corrents repolaritzants cap a I'exterior de K*

ultra rapid (lkur), rapid (lkr) i lent (Iks).

. La fase 3 és la fase de repolaritzacid i és on dominen els corrents de repolaritzacié
tardans després de la inactivacié del corrent Ica.. La repolaritzacio final es dona pel

corrent rectificadora de potassi (lk1)°.
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Figura 3. Potencial d’accié cardiac ventricular. A. Direccid dels corrents ionics que formen el
potencial d’accié cardiac. B. Fases del potencial d’accié cardiac ventricular amb els corrents

ionics que intervenen en cada una de les fases.

2.2. Acoblament Excitacié-Contraccid

L'acoblament E-C és el procés mitjancant el qual I'impuls eléctric del PAC produeix la
contraccié mecanica mediada per I'augment dels nivells de Ca?* intracel-lulars. Perqué
aquest procés es pugui donar correctament és necessaria la regulacié dels nivells de Ca?*
intracel-lulars tant en la sistole com en la diastole. A la Figura 4A es mostra de forma

esquematica aquest procés.

2.2.1. Alliberacio del calci intracel-lular

En els cardiomiocits adults, els canals de Ca?* de tipus L (LTCC) es troben situats al llarg
dels tubuls T. Els tubuls T sén invaginacions de la membrana d’uns 150-300 nm de llarg
estretament unides al reticle sarcoplasmatic, el reservori principal de Ca%* en els
cardiomiocits. A la membrana dels tubuls T se situen els LTCC i a la membrana del reticle
sarcoplasmatic es troben els RYR2 organitzats en regions d’aproximadament 200 nm de

diametre on es troben més 100 RYRs.**2 Entre ambdues estructures es forma un espai

20



Introduccio

d’aproximadament 15 nm molt important en I'acoblament E-C, que s’anomena espai
diadic (Figura 4 Ai B).

Durant la fase de plateau del potencial d’accid (fase 2, Figura 3B) els LTCC permeten
I'entrada de Ca?* de I'exterior. Aixo fara que augmenti molt la concentracié de Ca?* a
I’espai diadic, fins a més de 10 uM, provocant que els RYR2 s’obrin i permetin la sortida
massiva i autoregenerativa de Ca?* del reticle sarcoplasmatic cap al citoplasma
augmentant la concentracié de Ca%* entre els 100 200 uM. Aquest procés és I’'anomenat
Calcium induced calcium release (CICR). L'obertura dels RYR2 es pot produir per la unié
d’entre 2-4 ions de Ca?*, i els canals adjacents podran ser oberts per 'augment de la
concentracié de Ca?* local o per una obertura acoblada dels RYR2. L’augment de Ca?* a
I’espai diadic tant per I'entrada de Ca?* de I'exterior com per la sortida de Ca?* del reticle
sarcoplasmatic, produira la inactivacié depenent de Ca?* modulada per la calmodulina
dels LTCC. El Ca?* alliberat present en el citoplasma s’unira a la troponina C dels
miofilaments, induint un canvi conformacional que permetra la interaccié entre la

miosina i I’actina del sarcomer perque es produeixi la contraccid cardiaca (Figura 4A).1%!
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Figura 4. Acoblament excitacié-contraccié. A. Representacié esquematica de I'acoblament
excitacid contraccié. Lentrada i alliberacié de Ca?* s’indica amb fletxes vermelles, la recaptacié
del Ca?* amb fletxes verdes i el requadre negre indica I'espai diadic. Modificada de Bers, 2002,
B. Representacié esquematica de I'espai diadic on s’observa la localitzacié dels LTCC a la
membrana del tubul T i la presencia dels RYR2 a la membrana del reticle sarcoplasmatic. Creada

amb Biorender.
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2.2.2.Recaptacio del calci intracel-lular

El Ca?* alliberat durant I'acoblament E-C, és rapidament recaptat del citoplasma. Hi ha
quatre sistemes principals que s’encarreguen de la recaptacié del Ca%*. Un 70% del Ca?*
sera recaptat cap al reticle sarcoplasmatic per la SERCA2, una ATPasa que transporta de
forma activa el Ca?* cap dins el reticle sarcoplasmatic. El 28% del Ca?* sera transportat
cap a I'exterior a través de l'intercanviador Na*-Ca?* (NCX). El 2% restant, podra ser
transportat cap fora de la cél-lula per la Ca?* ATPasa, o emmagatzemat al mitocondri
(Figura 4 A).1°

SERCA2 és una ATPasa localitzada a la membrana del reticle sarcoplasmatic. La seva
activitat controla la quantitat de Ca?* recaptat del citosol i el grau de Ca?* acumulat dins
el reticle sarcoplasmatic, sent aixi una de les proteines clau tant en la relaxacié com en
la contraccid. L'activitat de SERCA2 es veu altament regulada per la unié de la proteina
fosfolamban (PLN). PLN es troba dins un equilibri dinamic entre I'estat de monomer i
oligomer. Quan no es troba fosforilat, PLN es presenta com a monomer inhibint
I'activitat de SERCA2. Quan PLN és fosforilat per la proteina quinasa A (PKA) o el nivell
de Ca?* citosolic és elevat, PLN forma pentamers. La interaccié de SERCA2 amb els
pentamers de PLN augmenta la taxa de recaptaci6 de SERCA2, sent dependent del

nombre de pentamers de PLN presents.?>4

L’'intercanviador NCX es troba localitzat principalment als tubuls T proxims a les regions
on es concentren els LTCC. En mode directe, intercanvia tres ions Na* cap a l'interior de
la cél-lula per dos ions Ca®* cap a I'exterior a través de la membrana plasmatica. Aquest
intercanvi desigual de carregues genera un flux net de corrent despolaritzant en el
miocit. El sentit de transport dels ions Na* i Ca?* depén perd de la concentracié local
d’aquests ions a I'espai diadic. Quan es produeix el PAC, la concentracid local de Na*
augmenta provocant que NCX operi en mode revers. En aquestes circumstancies, NCX
transporta Na* cap a l'exterior i introdueix Ca?* al citosol ajudant a augmentar la
concentracié local de Ca?*. Aquesta entrada de Ca?* pels intercanviadors NCX als espais
diadics podria contribuir a l'alliberacié del Ca%* a través del reticle.®® Quan la
concentracié de Ca?* és molt elevada, NCX opera en mode directe intercanviant Ca* cap

a I’exterior de la cél-lulaiintroduint Na* al citoplasma per aixi finalitzar la contracci6.'®%’
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2.2.3.Finalitzacio del CICR

Com que el CICR és un procés autoregeneratiu, cal analitzar quins son els mecanismes
que el finalitzen. Existeixen 5 possibles mecanismes que podrien regular aquest procés:
(1) inactivacié o adaptacié dels RYR2 temps-dependent, descriu el fenomen pel qual
cada un dels receptors de rianodina (RYRs) es tancaria produint aixi la finalitzacié de la
sortida de Ca?* des del reticle sarcoplasmatic. (2) Per un fenomen estocastic, descriu el
fenomen probabilistic que tots els RYRs situats en una mateixa regié de I'espai diadic es
tanquin al mateix temps permetent una dissipacié local del Ca?* que acabaria amb el
CICR. (3) Canvis en l'obertura dels RYRs dependents dels nivells de Ca®* en el reticle
sarcoplasmatic causat per la preséncia d’un sensor de Ca?* luminal en els RYRs o per
proteines accessories com podria ser la calseqiestrina. (4) Acoblament al-losteric entre
RYRs, que fa que el tancament d’'un RYRs promogui el tancament dels altres. (5) La
disminucid dels nivells de Ca®* alliberat pels RYRs cap al citoplasma fan que els nivells de

Ca?* al reticle sarcoplasmatic siguin insuficients per mantenir el CICR.*

2.2.4.Store Overload Induced Calcium Release (SOICR)

Durant I'acoblament E-C, el Ca%* és principalment alliberat a través del RYR2 des del
reticle sarcoplasmatic perque es pugui donar la contraccié. Tot i aixi, també es pot donar
la sortida espontania de Ca?* des del reticle sarcoplasmatic sense la necessitat que s’hagi
generat un PAC. Aquest fenomen s’anomena Store Overload induced Calcium Release
(SOICR). El SOICR es dona per "laugment de la sensibilitat pel Ca?* luminal dels RYR2
provocant una disminucié en la concentracié de Ca%* necessaria per a I'obertura del
RYR2, podent-se produir sortides localitzades de Ca?* del reticle cap al citoplasma
anomenades sparks.t*°

En condicions andmales, com seria el cas de la CPVT, els canals RYR2 poden ser activats
a concentracions de Ca?* luminals inferiors que els canals wild type (WT). Aquest
fenomen es pot veure agreujat amb I'activacié de la via B-adrenérgica. Quan aquesta és
activada, la recaptacié de Ca?* augmenta i, per tant, els nivells de Ca?* luminals
augmenten i el llindar perqué es produeixi el SOICR és superat produint sortides
espontanies de Ca?* que podran acabar generant arritmies mortals als pacients (Figura

5).20
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Figura 5. Generacié de I'activitat SOICR. Nivells normals de Ca?* luminals no arriben al llindar
per a generar sortides espontanies de Ca?* (esquerra). L’augment de Ca** en el reticle supera el
llindar de I'activitat SOICR i es generen sortides espontanies de Ca% (dreta). Creada amb

Biorender.

2.2.5.Estimulacié B-adrenérgica dels cardiomiocits

En situacions d’estrés emocional o fisic, I'estimulacié del sistema nervids simpatic
indueix I'alliberacié de les catecolamines produint 'activacié de la via B-adreneérgica.
Aquesta via regula el sistema circulatori periferic, el metabolisme i la dinamica del batec
del cor per tal de donar la resposta visceral de “Fly or fight”. A nivell cardiac aquesta
resposta augmenta la forca de contraccid (inotropisme), accelera el ritme de relaxacié
(lusitropisme) i augmenta la freqiiéncia cardiaca (cronotropisme) per donar resposta a
I’'augment de demanda metabolica.%?!

Es coneixen tres tipus de receptors B-adrenérgics: 1, B2, B3. Tots son glicoproteines
amb el domini N-terminal extracel-lular, set dominis transmembrana hidrofobics i un
domini C-terminal intracel-lular. La regid hidrofobica és essencial per a la unidé de
catecolamines, mentre que des del tercer domini transmembrana fins al domini C-
terminal estan acoblats a I’'heterodimérica proteina G. Al cor, principalment, el tipus de
receptor més abundant és el B1. L'activacidé dels receptors B-adrenergics produeix la

dissociacié de la proteina G fent que la subunitat Gsa activi I'adenilat ciclasa (Fig. 6).%
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L’adenilat ciclasa catalitza la sintesi d’AMP ciclic (CAMP) a partir d’ATP. L'augment de
cAMP activa la PKA. La PKA consta de dues subunitats reguladores i dues subunitats
catalitiques. La unié de dues molecules de cAMP a cada subunitat reguladora promou
I'alliberacié i activacié de les subunitats catalitiques. Entre les proteines diana de
fosforilacio de la PKA en els cardiomiocits hi ha els LTCC i el RYR2. La fosforilacio
d’aquests canals produira que durant el PAC es doni una major entrada de Ca?* des de
I’exterior. Incrementant la sortida de Ca?* des del reticle sarcoplasmatic. L’augment
d’activitat d’ambdds canals produira un efecte inotropic positiu, augmentant la forga de

contraccio (Figura 6).192

El mecanisme pel qual es regula el ritme cardiac (cronotropisme) esta controlat per les
cél-lules marcapas localitzades al NSA, que es despolaritzen de forma espontania
generant potencials d’accié de manera ritmica i autosostinguda. Hi ha dues teories que
podrien explicar aquest fenomen. La primera teoria és que les cel-lules marcapas tenen
un corrent despolaritzant anomenat funny current (lf) que s’activa a potencials negatius
mitjancant I'obertura dels canals HCN4. Aquests canals cationics inespecifics permeten
el pas tant de ions Na* com de ions K* i s’obren quan la membrana es troba entre -65 i
-50 mV. En aquestes condicions, el flux net de Na* cap a l'interior provoca un canvi de
potencial de membrana cap a voltatges menys negatius fins arribar al llindar d’activacié
dels canals de Na* dependents del voltatge (-40 mV). En aquest punt es produeix
I’activacié massiva dels canals de Na*, generant el PAC. Una vegada finalitzat el PAC, el
potencial de membrana es trobara al voltant de -65 mV la qual cosa torna a activar els
canals HCN4 i es repeteix el cicle. El corrent It és el que determina el pendent de la
despolaritzacio diastolica controlant la freqiiéncia cardiaca.?** Durant I'estimulacio B-
adrenergica la unié de cAMP als canals HCN4 produeix que hi hagi un augment del
corrent. Augmentant el pendent de la despolaritzacié i disminuint el temps necessari

per arribar al llindar per iniciar el PAC augmentant aixi la freqiéncia cardiaca.?*?

L'altre teoria proposada és la “teoria del rellotge”. Aquesta proposa que en diastole, a
les ceél-lules marcapas es produeixen sortides espontanies de Ca?* del reticle
sarcoplasmatic a través de RYR2 cap al citoplasma que van augmentant la seva
frequéncia. Les sortides espontanies de Ca?* activen el corrent generat per

I'intercanviador NCX en mode directe, el qual despolaritza la membrana fins que acaba
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iniciant un PAC. Es creu que en estimulacié B-adrenérgica, que provoca I'augment de
carrega del reticle sarcoplasmatic, es produiria un increment en la freqliencia de les
sortides espontanies de Ca?* que faria disminuir el temps entre PAC augmentant aixi la
freqliencia cardiaca.?* Tot i que els dos mecanismes podrien explicar 'augment de
cronotropisme en estrés B-adrenergic, segueix en discussid quin és el mecanisme

principal que ho regula.

L’activacié de la via B-adrenergica també té un efecte sobre la velocitat de relaxacid
(lusitropisme). La relaxacid de la contraccié cardiaca es veu promoguda per la recaptacié
del Ca?* del citoplasma a través de I'intercanviador NCX i per la recaptacio cap al reticle
sarcoplasmatic a través de la bomba Ca%*-ATPasa SERCA2. Durant |'estimulacio B-
adrenergica, PLN i troponina | sén fosforilades per la PKA. Per un costat, la fosforilacié
de la troponina | facilita la dissociacié del Ca%* dels miofilaments, degut a una disminucié
de la seva afinitat pel Ca?*, facilitant la relaxacid mecanica. Per I'altre, la fosforilacié de
PLN produeix un augment de la taxa de recaptacié del Ca?* citosolic cap al reticle
sarcoplasmatic reduint el Ca®* al citosol i augmentant la seva carrega dins al reticle.?

L’augment de Ca?* al reticle es traduira en una major alliberacié de Ca?* a cada batec.*°

La resposta B-adrenérgica es veu regulada per I'estat de maduresa dels cardiomiocits.
En cardiomiocits immadurs s’ha vist que I'activacié de la via B-adrenérgica indueix
cronotropisme i lusitropisme positiu, perd0 no s’ha vist cap efecte respecte
I'inotropisme.?” Els estudis realitzats per Huebsch i col-laboradors (2016) demostren que
I'augment de maduresa dels cardiomiocits augmenta l'inotropisme.® Ronaldson-
Bouchard i col-laboradors (2018) determinen que la correcta resposta funcional B-
adrenérgica és dependent tant de les reserves de Ca?* intracel-lular com de la proximitat
dels LTCC i dels tubuls T. Per tant, una correcta resposta als agonistes B-adrenérgics és

indicatiu d’un alt nivell de maduresa fenotipica.?
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Figura 6. Via B-adrenérgica. Representacié esquematica de la via B-adrenergica. Les fletxes
discontinues mostren les dianes de fosforilaciéd de la PKA. Adaptada de Bers i col-laboradors

(2002)e.

3. Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (CPVT)

La CPVT és una canalopatia hereditaria que es caracteritza per presentar un
electrocardiograma normal en repos. Pero, |'alliberacié de catecolamines donada en
situacions d’estrés emocional o fisic indueix I'aparicié d’arritmies malignes com les
taquicardies bidireccionals i/o polimorfiques, que poden derivar en episodis de sincopes

o MSC en individus joves.3%3!

La descripcio de la CPVT va comencar I'any 1975 amb Reid i col-laboradors (1975), els
guals van descriure la preséncia de taquicardies ventriculars produides per I'alliberacio
de catecolamines en una nena de 6 anys que havia patit dos episodis de sincopes. Els
primers estudis van mostrar com la pacient tenia un cor estructuralment normal i un
electrocardiograma en repos normal. Unicament van observar taquicardies ventriculars
en prova d’esfor¢.3? Coumel i col-laboradors I’any 1978 van descriure per primera vegada
les tres caracteristiques que identificaven la CPVT: (1) arritmies ventriculars induides per
estres emocional o fisic, (2) patré d’arritmies ventriculars bidireccionals pero

electrocardiograma basal normal i (3) cor estructuralment normal.
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3.1. Caracteristiques cliniques i diagnosis

Els primers simptomes que mostra la CPVT sén els sincopes o la MSC tot i que també
poden ser marejos o palpitacions, en menor mesura. Tots aquests simptomes sén
generalment desencadenats per situacions d’estrés emocional o fisic. Normalment, els
primers simptomes apareixen al voltant dels 6-10 anys, tot i que també es poden
manifestar a la segona decada de vida i en casos excepcionals poden apareixer al voltant
dels 40 anys. El diagnostic dels casos de CPVT es basen en la historia familiar, la induccio
de simptomes en situacions d’estrés emocional o fisic, per proves d’esforg, Holter i
infusié de catecolamines.?*3*

Tots i les limitacions de les proves d’esforg, és una de les proves més fiables pel
diagnostic. Aquestes proves s'usen per a desencadenar de forma controlada arritmies
ventriculars malignes. Normalment, entre 100-120 batecs per minut es comencen a
donar contraccions ventriculars prematures de forma aillada seguides per arritmies
ventriculars no sostingudes. La prolongacié d’aquest fenomen en el temps pot acabar
generant arritmies ventriculars sostingudes que poden derivar en taquicardies
ventriculars bidireccionals (TVB) o polimorfiques (TVP) (Figura 7).3>% A les TVP
I'alternanga del complex QRS no és constant, en canvi les TVB es caracteritzen per la
rotacio de 1802 del complex QRS de batec a batec. Les TVB son indicatives de diagnosis

de la CPVT, pero no s’observen freqlientment (Figura 7).>’
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Figura 7. Electrocardiograma d’una prova d’esfor¢ d’un pacient amb CPVT. A la part inicial es
mostren les taquicardies ventriculars bidireccionals (TVB) i a la part final es mostren les

taquicardies ventriculars polimorfiques (TVP). Adaptada de Lieve i col-laboradors (2016).»

3.2. Genética de la CPVT

L’associacié dels casos de MSC causat per la CPVT amb una base genética va comengar
amb Leenhardt i col-laboradors I'any 1995. Aquests autors van fer un seguiment durant
set anys de 21 nens menors de 12 anys que havien patit sincopes relacionats amb
taquicardies ventriculars polimorfiques en situacions d’estreés emocional o fisic. Un 30%
dels individus seguits tenien antecedents familiars de MSC. Aquest fet donava indicis
que podia haver-hi una base hereditaria en aquests casos.>®

No va ser fins a I'any 1999 que Swan i col-laboradors van estudiar dues families no
relacionades entre les quals s’havien registrat sis casos MSC en situacié d’estrés. En
aquestes families es va poder determinar que el locus 1q42-43 era el responsable de la
malaltia.* L’any 2001, Piori i col-laboradors i Laitinen i col-laboradors van comencar a
associar mutacions al gen RYR2, localitzat dins aquest locus, com a causants dels casos
de CPVT i MSC en diverses families. Mutacions en aquest gen van mostrar un patré

d’heréncia autosomica dominant.**
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Poc temps després Lahat i col-laboradors (2001) van descriure el primer cas de CPVT
autosomic recessiu associat al locus 1p13-21.%> L’any 2004, aquests mateixos autors van

associar aquest cas amb mutacions al gen de la calseqiiestrina 2 (CASQ2).*

El 2007 Bhuiyan i col-laboradors van identificar el locus 7p14-22 com a causant de la
CPVT en una familia de 4 individus. Tot i determinar el patré d’herencia autosomica

dominant, no es va identificar cap gen dins aquest locus que es pugui associar a CPVT.*

Nyegaard i col-laboradors I'any 2012 van associar el locus 14931-32 com a causant de
casos severs de CPVT amb heréncia autosomica dominant en una familia Sueca. L’analisi
d’aquesta regié en aquests individus va determinar que una mutacié al gen de la
calmodulina 1 (CALM1) era la causant del CPVT en aquesta familia.* Aquests
investigadors van obrir la porta a qué mutacions en els gens que codifiquen per la
calmodulina 2 i 3 (CALM2, CALM3) puguin també causar CPVT. Poc temps després
Gdémez-Hurtado i col-laboradors (2016) van identificar una mutacié a CALM3 en un
pacient diagnosticat amb CPVT i amb genética negativa en RYR2 i CASQ2.*® Fins al
moment, no s’han identificat mutacions en CALM2 que causin CPVT. Algunes de les
mutacions descrites per CALMZ2 estan associades a Sindrome de QT llarg amb cert

solapament amb CPVT.#48

L’any 2015 Rooryck i col-laboradors van descriure casos de CPVT en una familia associats
a dues mutacions trobades a triadina (TRDN). Aquesta mutacié presentava heréncia

autosomica recessiva.*®

Més recentment, s’ha associat una mutacié al gen que codifica per trans-2,3-enoyl-CoA
reductase-like (TECRL) com a responsable de casos de CPVT amb patré d’herencia

autosomic recessiu.*

De tots els gens associats a CPVT, un 50-60% dels casos diagnosticats estan associats a
mutacions al gen RYR2 (CPVT 1). Les mutacions associades a CASQ2 (CPVT2) representen
un 1% dels casos. Els casos associats al locus 7p14-p22 (CPVT 3), CALM1-3 (CPVT 4) i
TRDN (CPVT 5) representen cada un menys de I'1% dels casos diagnosticats. Tot i aixi,

queden molts casos de CPVT als quals no es troba una causa genética.?
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Actualment, s’estan associant altres gens com a causants d’arritmies ventriculars
induides per estres com el KCNJ2, PKP2, SCN5A i ANK2. L'evidéncia no és del tot clara, ja
gue mutacions o canvis d’expressié en aquests gens poden mimetitzar el fenotip de la
CPVT.3>5152 Consens d'experts han reavaluat recentment |'etiologia genética de la CPVT
en un marc estandarditzat, basat en I'evidéncia, per examinar les relacions gen-malaltia
reportades fins al moment. Segons aquest report, només quatre gens arriben a un nivell

d'evidéncia definitiu: RYR2, CASQ2, TRDN i TECRL.!

3.3. Tractament de la CPVT

El tractament més estés per evitar que les arritmies ventriculars puguin causar la MSC
dels pacients amb CPVT sén els B-bloquejants com el nadolol. Aquests farmacs
bloquegen I'accié de les catecolamines alliberades en situacions d’estres evitant que es
puguin desencadenar arritmies ventriculars. Aquest tractament necessita un estudi de
dosi per cada pacient, ja que si la dosi no és la indicada es podran desencadenar
igualment arritmies ventriculars. Aquest tractament és efectiu tot i que en un 25-30%
dels casos s’han pogut registrar arritmies malignes fent un seguiment de 5 anys. El
tractament amb PB-bloguejants esta indicat tant en pacients simptomatics com
asimptomatics portadors de mutacid associada a la CPVT.

Addicional als B-bloguejants també es subministra la flecainida, que té un efecte dual.
Inhibeix parcialment I'entrada de Na* a través del canal de Na* cardiac Nay1.5 durant el
PAC i també inhibeix parcialment la sortida de Ca%* a través del RYR2 en el CICR. La
combinacié dels B-bloquejants i la flecainida ha mostrat una eficacia del 95% tant en

nens com en adults.

Tot i I'efectivitat dels tractaments farmacologics, hi ha pacients que tot i administrar-los
la dosi correcta poden continuar patint sincopes i MSC. En aquests casos es recomana
la combinacié de tractament farmacologic i un desfibril-lador automatic implantable
(DAI). S’ha de tenir present, pero, que si el DAl emet una descarrega pot causar una
alliberacié de catecolamines que pot induir I'aparicié d’arritmies ventriculars. També
s’ha demostrat que les descarregues dels DAI no sdn efectives contra les TVB ni contra
les TVP. Per aquest motiu es recomana que si s’ha d’implantar un DAI en un pacient de

CPVT es tingui en compte els temps de deteccid.
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Un altre tractament, també invasiu pero efectiu, és la denervacid simpatica esquerra.
Aquest tractament atenua I'efecte de les catecolamines al cor, disminuint la probabilitat
de que es generin arritmies ventriculars malignes en situacions d’estres en un 70% dels
casos. Aquesta técnica és molt invasiva i només es recomana en pacients en els quals els
tractaments amb B-bloquejants estan contraindicats o no sén efectius, i en casos on el
pacient esta sota tractament farmacologic i porta un DAl i tot i aixi se li generen arritmies

ventriculars.3%365253

3.4. Expressivitat variable i penetrancia incompleta

Les canalopaties cardiaques presenten penetrancia incompleta, expressivitat variable i
solapament de fenotips. Aix0 significa que individus amb genotip positiu per una
mutacio i amb el mateix llinatge geneétic poden presentar fenotips molt diferents de la
malaltia. Per definicid, la penetrancia d’'una malaltia representa la probabilitat que
individus portadors de la mateixa mutacié manifestin les caracteristiques fenotipiques
de la malaltia. Pel contrari, I'expressivitat variable és la severitat amb la qual
s’expressara el fenotip de la malaltia. El fet que dos pacients amb la mateixa mutacié
puguin o no presentar fenotip i en diferents graus de severitat suggereix que el
patrimoni geneétic i els factors ambientals poden influenciar en la manifestacié del
fenotip.>

Bauce i col-laboradors (2002) van fer el seguiment de 81 individus que formaven part de
8 families diferents identificades per casos de MSC en situacions d’estrés en individus
joves. L'analisi geneétic va revelar la preséncia de 6 mutacions diferents al gen RYR2 en
aquestes families i és van identificar 43 portadors. Les mutacions trobades es
localitzaven en regions conservades de RYR2, principalment en la regid citosolica de la
proteina. Les mutacions van presentar entre un 25 i un 100% de penetrancia en els

individus, i una alta variabilitat en I'expressio dels simptomes dels individus afectats.>®

Anys després Haugaa i col-laboradors (2010), van analitzar una cohort de 128 pacients
en la qual van poder identificar sis individus portadors de mutacions en RYR2. L’analisi
genétic va continuar amb els familiars dels individus portadors de mutacions a RYR2.
Gracies a aquest estudi es van identificar en les sis families a 30 portadors més de

mutacions en RYR2, 23 dels quals van presentar arritmies ventriculars en proves
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d’esfor¢. Aquests investigadors van determinar que la penetrancia de les mutacions

identificades era del 77%.>®

L’any 2012 Van der Werf i col-laboradors van fer el seguiment de 116 individus de 15
families, portadors de mutacions associades a CPVT i altres possiblement patogeniques
al gen RYR2. La primera avaluacié que van fer dels pacients va determinar que la
penetrancia era del 50%. Una segona avaluacié dels pacients que no havien presentat
simptomes en la primera, va mostrar que el nombre d’afectats per simptomatologia de
CPVT augmentava. Elevant la penetrancia al 63%. Les mutacions trobades es localitzaven
a les tres regions de RYR2: domini N-terminal, regié central i regié6 C-terminal.
L’avaluacié de la implicacié de la localitzacié de la mutacio en els dominis de RYR2 va
mostrar que no hi havia relacié entre la localitzacié de la mutacid i el fenotip dels
pacients. Tot i aixi els autors confirmen que mutacions en tots els dominis de RYR2
provoguen un guany de funcid, perd que la localitzacié de la mutacié pot determinar el
grau de l'arritmia ventricular.’” Tester i col-laboradors (2007), van determinar que
I’efecte de mutacions en RYR2 responsables de sindrome de la mort sobtada en I'infant
afectaven de diferent forma la funcié de RYR2 segons la regié en la qual es localitzaven.
Una mutacid en la regio central (RYR2_p.R2267H) mostrava un gran augment de la seva
activitat en resposta a I'estimulacié B-adrenergica. En canvi, la mutacié de la regié C-
terminal (RYR2_p.S4565R) provocava que el canal tingués una fuga cronica ja en

condicions basals i aquesta podia augmentar en situacions d’estres.*®

Encara existeix el dubte de per qué la mateixa mutacié en diferents individus pot
presentar una penetrancia i expressivitat diferents. En aquest punt entren en joc el
patrimoni genetic de cada individu i els factors ambientals, que sén essencials per

modular la penetrancia de la mutacio i aixi acabar modificant el fenotip del pacient. *°

3.5. Mecanisme de generacié d’arritmies en la CPVT

Les arritmies que causen la MSC en la CPVT son atribuides a mutacions a diferents gens
associats a la regulacié de Ialliberacié de Ca?* intracel-lular. Les mutacions que generen
un guany de funcié al RYR2 s’ha descrit que indueixen la desestabilitzacié del canal,
causant sortides espontanies de Ca?* durant la diastole. Aquestes promouen I’activacio

de l'intercanviador NCX que genera un corrent entrant de Na* que podra iniciar un nou
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PAC en diastole el que s"anomena triggered activitiy o activitat desencadenada. Aixo,
provoca |'aparicié de delayed afterdepolaritzation o post-despolaritzacions tardanes
(DAD) que podran promoure la generacio de les TVB i TVP que podrien desencadenar la
MSC als pacients.®

La caracteritzacié del model de ratoli knock in per RYR2_p.R4496C*", mutacié que
indueix un guany de funcié al RYR2, realitzada per Liu i col-laboradors (2006) va mostrar
que en un 63% dels miocits aillats de ratoli RYR2_p.R4996C*- es va observar la preséncia
de DADs i en un 12% activitat desencadenada. En canvi, en els miocits dels animals WT
no es van observar aquests fendmens. L’exposicié dels miocits aillats a isoproterenol va
mostrar que un 45% dels miocits WT analitzats mostraven DADs perd no activitat
desencadenada. La incidencia de DADs i activitat desencadenada va augmentar fins al
87% de miodcits RYR2_p.R4996C*/ analitzats. L’augment de la freqiiéncia de DADs i
d’activitat desencadenada durant I'estimulacié B-adrenérgica, va mostrar que I’activacio
d’aquesta via és necessaria per empitjorar les anormalitats existents en la funcid dels
RYR2 mutats.®? Aquesta mateixa mutacié va ser estudiada en el model d’expressié
heterologa HEK-293T, en el qual es va observar que I'augment de sortides espontanies
de Ca?* eren donades per una disminucié del llindar del SOICR causat per aquesta

mutacio (Figura 8 Centre).®?

Aquest mecanisme només explica com mutacions del RYR2 que indueixen un guany de
funcié poden generar arritmies letals, per tant, no serviria per explicar com mutacions
gue generen una perdua de funcid en el RYR2 poden generar també arritmies

ventriculars letals.

Estudis realitzats amb models d’expressié heterologa han revelat que mutacions que
generen una perdua de funcié augmenten el llindar per a la generacié SOICR.®® Zhao i
col-laboradors (2015) van expressar el RYR2_p.A4860G per determinar |'efecte de la
mutacid en HEK-293T. Aquests investigadors van determinar que la probabilitat
d’obertura (P,), temps que el canal es troba en estat obert respecte al temps total
d’observacio, del canal era extremadament inferior al RYR2 WT indicant una pérdua de
funcié significativa del canal. Aquests mateixos investigadors van generar un model de
ratoli knock in per RYR2_p.A4860G*. Aquest model va mostrar que el guany de

I’acoblament E-C era menor en els ratolins RYR2_p.A4806G*~ degut a una menor
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alliberacié de Ca?* per part del RYR2 induida per I'activacid dels LTCC. Els PAC mostraven
una durada global més alta comparada amb els WT, associat a un augment de la durada
de la fase d’alliberacié de Ca®* enla fase de plateu del PAC. Aixd provocava un augment
del corrent generat per NCX, el qual seria el responsable de la generacié del post-
despolaritzacions tempranes (EADs) durant la fase de plateu o de repolaritzacié. En
estimulacido B-adrenergica, es produeix un augment de la carrega del reticle
sarcoplasmatic degut a la disminucié del Ca%* alliberat en la sistole. La sobrecarrega de
Ca?* al reticle sarcoplasmatic augmentara la durada de la sortida de Ca?* del reticle
sarcoplasmatic, i per tant augmentara la freqliéncia de EADs que podran derivar en

arritmies mortals (Figura 8 Dreta).®

Normal Guany de Funcié Pérdua de Funcio P
~PananTs 80 ©
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Figura 8. Mecanisme de generacié d’arritmies ventriculars per a mutacions amb guany i
perdua de funcio en el RYR2 associades a la CPVT. Es mostren representacions esquematiques
del reticle sarcoplasmatic i els nivells de Ca%* luminals. A 'esquerra es mostra com en condicions
normals no es donen sortides espontanies de Ca?* i com el PAC és normal. Al centre es mostra
com el llindar del SOICR disminueix en els RYR2 amb mutacions que indueixen el guany de funcio,
induint sortides espontanies de Ca?* que promouran I'aparicié de DADs en diastole. A la dreta
s’observa com mutacions que indueixen perdua de funcié provoquen un augment del llindar del
SOICR. L’augment del llindar del SOICR més la sobrecarrega de Ca* al reticle sarcoplasmatic

augmentara la sortida de Ca%* en sistole generant EADs. Creada amb Biorender.
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Aguests dos mecanismes explicarien com mutacions en el RYR2 que generen guany o
perdua de funcié poden generar fenomens arritmogénics com els DADs i EADs en els
miocits cardiacs. Noves evidéncies suggereixen que les fibres de Purkinje podrien tenir

també un paper en la generacié de les arritmies ventriculars.

Les cél-lules de Purkinje sén cél-lules del sistema de conduccié del cor especialitzades en
la rapida propagacido del PAC. S’ha vist que aquestes cel-lules tenen una major
sensibilitat a Iarritmogénesis en condicions de sobrecarrega de Ca?*, presentant una
major incidencia de DADs i de EADs comparat amb els miocits ventriculars. Willis i
col-laboradors (2016) van realitzar un estudi amb el model de ratoli knock in per la
mutacié RYR2_p.R4496C*/ per estudiar I'efecte de la mutacié en midcits ventriculars i
en les cél-lules de Purkinje. Aquest estudi va determinar 3 fets importants: (1) I'activitat
desencadenada es donava a les cél-lules de Purkinje del sistema de conduccid. (2) Van
demostrar que les cél-lules de Purkinje tenien un llindar inferior per a la generacio de
sortides espontanies de Ca®*. (3) Les cél-lules de Purkinje tenen una major sensibilitat
per generar activitat desencadenada, DADs i EADs comparat amb els miocits ventriculars
tant en estat basal com en estrés B-adrenérgic. Finalment, aquest estudi va concloure
que "'augment de sortides espontanies de Ca®* i el nivell de Na* intracel-lular més elevat
que presenten les cél-lules de Purkinje dels ratolins RYR2_p.R4496C*", promovien

I’activitat desencadenada i I’activitat arritmogeénica a menors nivells d’estres.®

Els EADs i els DADs explicarien I'aparicié d’arritmies letals tant en mutacions que
generen una perdua com un guany de funcié al RYR2. Tot i aixi també s’ha de tenir en
compte els efectes d’aquestes mutacions sobre el sistema de conduccié al cor, ja que
les cél-lules de Purkinje mostren una major susceptibilitat a generar arritmies que els

cardiomiocits ventriculars.

4. Elreceptor de rianodina de tipus 2

4.1. Propietats biofisiques del RYR2

La localitzacié del RYR2 en el reticle sarcoplasmatic dificulta I'estudi de les seves
propietats biofisiques utilitzant la técnica del patch clamp, com és el cas dels canals
localitzats a la membrana dels miocits cardiacs. Per aquest motiu les propietats
biofisiques del RYR2 s’han estudiat mitjancant la inclusié del canal en bicapes lipidiques.

Aquests estudis han permés estudiar la permeabilitat d’aquest canal per diferents ions i
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determinar com els nivells de Ca?* tant citosolics com luminals modulen la funcié del
canal.

Els RYRs sdn canals idonics amb una major conductancia pels cations monovalents com
el K*(~750pS en preséncia de 0.25 M de K*), comparat amb la conductancia que
presenten pels ions divalents com el Ca?* (~150pS en preséncia de 50 mM de Ca?*). Els
RYRs presenten una amplia selectivitat per cations monovalents com pel K*, Li* i Na*i
pels cations divalents com pel BaZ*, Mg?*i Sr?*, perd en condicions fisioldgiques els
cations divalents com el Ca?* sdn seleccionats per sobre dels cations monovalents.®
Estudis realitzats en bicapes lipidiques van donar moltes evidéncies de la regulacié de
I’'obertura del RYR2 per Ca?* mesurant la P, del RYRs en diferents concentracions de Ca?*.
Estudis de canal Unic van mostrar que la P, dels RYRs és depenent tant del Ca?* citosolic
com del Ca?* luminal. En concentracions de Ca?* citoplasmatic properes a les presents
en un miocit en diastole (aproximadament 0.8 uM), la P, dels RYR2 és propera a zero.
Quan augmenta la quantitat de Ca®* a la cara citosolica del RYR2 (com quan es produeix
I'obertura dels LTCC en el PAC) i la concentracié de Ca?* arriba al voltant dels 11 pM
augmenta la P, dels RYR2. Concentracions de Ca%* en el rang milimolar tenen I'efecte
contrari, disminueixen la Pode RYR2. En el cas del Ca%* luminal, concentracions elevades
augmenten la P, del canal perd, en canvi, concentracions baixes de Ca?* inhibeixen

I’'obertura del RYR2.57-%°

4.2. Estructura del gen i la proteina RYR2

El gen RYR2 esta format per 105 exons, aproximadament 709 Kb. Aquest gen codifica
per la proteina RYR2, formada per 4.967 aminoacids i amb un pes molecular aproximat
de 565 KDa. El canal funcional és un tetramer format per 4 subunitats idéntiques.” Els
RYR2 sén els canals idnics més grans coneguts, ja que I’homotetramer supera els 2 MDa
de pes molecular. Cada una de les subunitats dels RYR2 esta format per tres regions
diferenciades: la regié citoplasmatica formada per més de 4500 aminoacids, la regid
transmembrana (formada per 6 segments helix a) i la regié C-terminal (Figura 9). Cada
una de les regions dels RYRs té un paper funcional diferent. La regié citoplasmatica
serveix d’unié a lligands i conté llocs d’unié per a proteines moduladores. La regid

transmembrana és la que formara el porus del canal, per on premeran els ions.”®’! La
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regio C-terminal, a part d’estabilitzar el porus del canal, també serveix d’unié de
diferents lligands com el Ca?*, 'ATP i la cafeina.”

El RYR2 comparteix un 70% de la seqliéncia, la seva arquitectura i organitzacié dels
dominis amb el receptor de rianodina predominant en muscul esquelétic el RYR1.”
L’estructura de RYR1 va ser determinada a una resolucié de 3.8 A per Yan i col-laboradors
(2015), i té aparenca de piramide amb una base de 270 A per 270 A i una altura de 160
A (Figura 8). Un total de nou dominis van ser observats a la regié citoplasmatica de cada

una de les subunitats que formen el tetramer (Figura 9).”

Citoplasma

Reticle
Sarcoplasmatic

Figura 9. Estructura del RYR2. Estructura del RYR2 en estat tancat. Modificada de Peng i
col-laboradors (2016). ™

Dels nou dominis identificats en la regio citoplasmatica, Unicament ens centrarem en el
paper regulador del domini N-terminal del RYR2. Ja que és el domini que conté la
mutacio que s’estudiara en aquesta tesi la RYR2_p.G357S.

L’estructura del domini N-terminal del RYR1 va ser resolta amb una resolucié de 2.5A
per Tung i col-laboradors (2010). El domini N-terminal es troba localitzat a la regié
citoplasmatica del canal formant un vestibul al voltant dels 4 eixos que es troben a la
regid central del canal. Aquest esta format per tres subdominis: A (residus 1-205), B
(residus 206-394) i C (residus 395-532) (Figura 10). Tant el subdomini A com el subdomini
B estan formats per lamines [ a diferéncia del subdomini C que esta format per 5 helixs
a. La resolucié de l'estructura del domini N-terminal va revelar interaccions a nivell
estructural entre els subdominis A, B i C. La majoria de mutacions localitzades en aquest

domini es troben en les regions d’interaccio entre els subdominis A i C. Mutacions en el
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domini N-terminal desestabilitzen les interaccions entre aquests subdominis, alterant la
conformacio del domini el qual és important per a la regulacié tant de I'obertura com

del tancament del canal.”

El paper a nivell funcional dels subdominis A, B i C del domini N-terminal en el RYR2 va
ser determinada per Liu i col-laboradors (2015), els quals van fer delecions selectives de
cada un d’aquests subdominis. La delecié del subdomini A, va mostrar una reduccié en
el llindar de Ca?* necessari per a la terminacié de I'alliberacié de Ca?*, mostrant la
implicacié d’aquest domini en la terminacié de l'alliberacié del Ca?*. La deleci6 del
subdomini B va augmentar significativament la sensibilitat del RYR2 a la cafeina,
I’activacié del canal pel Ca?* citosolic, va reduir el llindar per a I'activacié del SOICR
augmentant la tendéncia de mostrar activitat SOICR, i va reduir el llindar per a la
terminacio de I'alliberacié de Ca?*. Mutacions entre les interaccions dels subdominis A i
B mostren un augment en I'activitat del RYR2. Per tant, totes les evidéencies en conjunt
indiquen que el domini B esta involucrat en la finalitzacid de I'alliberacié de Ca?*, ja sigui

de forma directa o indirecta via interacciéo amb el subdomini A.

La delecié del subdomini C va suprimir |’activacié del RYR2 per la cafeina, i va eliminar
I’activacid del SOICR a nivells de Ca?* citosolics mostrant que el subdomini C és necessari

per a l’activacio del canal.”

Les delecions selectives van demostrar que el domini N-terminal és necessari per a la
regulacid de I'activacié i la finalitzacié de lalliberacié de Ca%* des del reticle

sarcoplasmatic durant el CICR.
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Figura 10. Estructura d’'un monomer de RYR2. Esquema representatiu de la regio citosolica d’un
monomer de RYR2. N-C, subdomini C del domini N-terminal; N-B, subdomini B del domini N-
terminal; N-A, subdomini A del domini N-terminal.

4.2.1.Canvis conformacionals que indueixen I’'obertura del RYR2

Peng i col-laboradors (2016) van poder determinar I’estructura de RYR2 en estat obert
amb una resolucié de 4.4A (en preséncia de 20 pM de Ca?* i 2,2',3,5,6-
pentaclorobipfenill) i en estat tancat amb una resolucié de 4.2A (en preséncia de 5 mM
d’acid etilendiaminotetraacetic, EDTA). L'obtencié de les dues estructures va permetre
determinar els canvis conformacionals que es donaven per a la transicié d’estat tancat
a obert. Comparant les dues estructures, es va veure que no es donaven grans canvis
estructurals als dominis citoplasmatics. Si no que el moviment global es donava per la
rotacid i desplacament dels dominis de la regio citoplasmatica. El domini central va ser
identificat com el primer transductor dels canvis conformacionals, controlant I'obertura
i el tancament del canal. Aquest domini pateix tant una contraccié intradomini com una
rotacid, que provoca la inclinacié cap a I'exterior dels segments S6 que formen el porus
(Figura 11A). La desviacio del porus per generar I'obertura comencava en la F4854
promovent la flexié dels segments S6 cap a I'exterior causant la dilatacié de la comporta
intracel-lular fins a uns 8A. Aquest canvi genera un desplacament del lloc de constriccié
del porus de 14868 a Q4864 (Figura 11B). Els quatre residus Q4864 dels quatre
protdmers provoquen una constriccid de fins a 4A en aquesta regid, per permetre el pas

els ions CaZ* d’'un en un.”%7®
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Figura 11. Canvis conformacionals del RYR2 per I’obertura. A. Representacié d’un tall sagital
del RYR2 on es mostra I'obertura del porus del canal. B. Obertura del porus observada des de la

part superior del RYR2. Modificada de Peng i col-laboradors (2016).7

4.3. Activacio del RYR2 per lligands endogens i exogens

4.3.1.Lligands endogens

L'obertura del RYR2 es troba regulada tant per proteines moduladores, com s’explicara
més endavant, com per lligands endodgens com el Ca®*, Mg?* o ATP. També es coneixen
lligands exdgens que han estat utilitzats per realitzar estudis farmacologics per estudiar
les caracteristiques biofisiques del canal com la cafeina i la rianodina.

El Ca?* és un dels principals lligands endogens del RYR2. La regulacié dels nivells de Ca?*
tant a la cara citoplasmatica com a la luminal del RYR2 és complexa. Un augment de la
concentracié de Ca®* a la cara citoplasmatica al voltant dels 10 uM indueix I’obertura del
RYR2 i, per tant, la sortida de Ca?* del reticle. Quan la concentracié de Ca?* arriba al
voltant de 10 mM a la regid citosolica, el RYR2 s’inactiva. Aquesta capacitat del Ca?* per
regular tant 'obertura com la inactivacié del canal depenent dels nivells de Ca%* a les
dues cares del canal va portar a pensar en la preséncia de diversos llocs d’'unié de Ca?*
en el RYR2. S’han proposat tres llocs d’unié citoplasmatics (Lloc A, lloc I1 i lloc I2) i un lloc
d’unié luminal (Lloc L) que regulen I'activacié i la inhibicié de RYR2 pel Ca?* (Figura

12).77,78

Els RYRs poden ser activats per la unié de Ca?* a un lloc localitzat a la regid citoplasmatica
(Lloc A) o0 a un lloc de la regid luminal (Lloc L). El lloc A té alta afinitat per la unié de Ca?*,
aproximadament 1 uM, i estructuralment esta format per les cadenes laterals dels
aminoacids E3893-E3967 a una distancia de 9 nm del porus del canal. Els aminoacids

gue conformen el lloc L encara no han estat determinats, perd es creu que aquest es
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localitzen a la regié del segment S6. Aquest lloc presenta una afinitat pel Ca* molt més
elevada que el lloc A, aproximadament de 40 uM. Aquests dos dominis presenten
sinergia entre ells, 'elevacié del Ca?* citoplasmatic de 1 a 100 nM augmenta 4 vegades
I’activacid per Ca?* luminal sense alterar I'afinitat del lloc L. El mateix passa amb
'augment del Ca®* luminal fins a 0.1 mM, que augmenta l'activacié per Ca®*
citoplasmatic sense alterar I'afinitat del lloc A. Delecions dels llocs A o L causen la perdua

parcial en I'activacié, mostrant la sinergia entre aquests dos dominis.

En el RYR1 la P, disminueix notablement quan la concentracié de Ca?* citoplasmatic
arriba a 100 pM, indicant la preséncia d’un lloc inhibidor de baixa afinitat. Aquest lloc
s’ha anomenat lloc |1. La localitzacié concreta d’aquest domini encara no es coneix, pero
es creu que podria estar localitzat entre els aminoacids 1873-1903. Un altre lloc
d’inhibicié, pero d’alta afinitat ha estat identificat en els RYRs, el lloc I,. Aquest lloc
redueix la P, del canal en concentracions submicromolars de Ca?* citoplasmatic. La
localitzacio d’aquest domini encara no es coneix, pero es creu que es localitza a uns 26

nm de la boca citoplasmatica del canal.”

Lloc A Lloc I,

Citoplasma

Reticle
Sarcoplasmatic

e

Lloc L

Figura 12. Llocs d’unié del Ca?* al RYR2. Es mostren els llocs d’activacié de RYR2 per Ca* a nivell
citoplasmatic (Lloc A) i luminal (Lloc L) i dels llocs d’inhibicié de I'activitat de RYR2 per Ca?* (Lloc

I1i12). Creada amb Biorender.

El Mg?* i 'ATP també sén moduladors endogens de I'activitat de RYR2. El Mg?* és un

inhibidor dels RYRs i actua com a competidor del Ca?*, sent antagonista al lloc A. La unié

43



Introduccio

del Mg?* al lloc A no només evita I'activacid per Ca%*, sind que també pot tancar els
canals que s’activin per Ca?* luminal.®° En canvi, 'ATP és un potent activador dels RYRs
que a concentracions milimolars millora I'activacié depenent de Ca%* augmentant la P,

dels canals inclus en nivells de Ca?* diastolics. 8!

4.3.2.Lligands exogens

La rianodina és un alcaloide amb propietats d’insecticida. Aquest compost presenta
afinitat pels RYRs quan es troben en estat obert, pero la seva accié sobre el canal és
concentracié-depenent podent augmentar o disminuir la permeabilitat de la membrana
del reticle sarcoplasmatic modificant la funcié dels RYRs. La rianodina en concentracions
inferiors a nanomolar pot estimular i incrementar la P, del RYR2. En concentracions dins
el rang nanomolar indueix estats de subconductancia en els RYRs. En canvi, 'addicié de
concentracions elevades en el rang de micromolar produeix la inhibicié permanent del

canal.®

Un altre dels lligands exdgens que té un paper molt important per a I'estudi de la funcié
del RYRs és la cafeina. La cafeina és una metilxantina natural molt utilitzada per a
augmentar la P, dels RYRs. L'addicid6 de concentracions baixes de cafeina promou
I'obertura dels RYRs modulant la sensibilitat dels RYRs al Ca?* citoplasmatic, mentre que
altes concentracions de cafeina augmenten la sensibilitat al Ca?* luminal.?? L’addicié de
multiples concentracions submaximes poden induir una alliberacié de Ca?* transitoria i
parcial a través dels RYRs. L'augment de fraccid de Ca?* alliberada és el resultat de
I'activacié sequencial de diferents poblacions de RYRs en una mateixa cel-lula. Tot i
aquesta capacitat adaptativa dels RYRs respecte a les concentracions creixents de
cafeina, aquesta resposta es veu intimament lligada a la concentracié de Ca%* del reticle
sarcoplasmatic: si la concentracio és baixa no es podra induir la sortida de Ca?* del reticle
per cafeina.®® 'aplicacié de concentracions creixents de cafeina i la mesura del Ca%*
alliberat a cada concentracié s’utilitza com a mesura per determinar la funcié dels

RYRs.24

4.4. RYR2 i el seu complex macromolecular
El RYR2 interacciona amb una multitud de proteines accessories formant un complex

macromolecular que regula 'alliberacié de Ca?*. A nivell de reticle sarcoplasmatic, al
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costat intraluminal, el RYR2 interacciona principalment amb la junctina, la triadina i la
calseqiiestrina 2. A nivell de citoplasma interacciona amb la calmodulina i FKPBP12.6. El
RYR2 també és substrat de les quinases PKA i la quinasa depenent de calmodulina Il
(CAMKII) (Figura 13). A continuacié s’explicara el paper d’aquestes proteines en la

regulacié de Ialliberacié del Ca?* a través de RYR2.

RYR2

2814 2808

Citoplasma % 7\ /N / C term
{

= R

Sarcoplasmatic ~ Monomer _ ~ -
RYR2 . W -
N v@’@» -~/ )

CASQ2

Figura 13. Complex macromolecular del RYR2. Representacié esquematica de les proteines que
interaccionen i regulen el RYR2. RYR2, receptor de rianodina tipus 2; CAMKII, quinasa depenent
de calmodulina Il; FKBP, proteina d’unié FKBP12.6; PKA, proteina quinasa A; P, fosforilacid; CaM,

Calmodulina; CASQ2, calseqliestrina 2.

4.4.1.Interaccid calseqiiestrina 2, junctina i triadina

La calseqliestrina 2 (CASQ2) és una proteina localitzada al lumen del reticle
sarcoplasmatic i actua com a tampd dels ions Ca?* (40-50 mmol Ca?*/mol CASQ2). La
unié de Ca?* a la CASQ2 indueix un canvi conformacional a la proteina que promou la
seva polimeritzacio, generant uns filaments altament compactats que augmenten la
capacitat d’emmagatzematge de Ca?*. Aquest efecte és reversible, per tant, quan els
nivells de Ca?* al reticle sarcoplasmatic sén baixos es donara I'efecte contrari de
despolimeritzacié de la CASQ2. Aquesta interacciona amb la triadina i la junctina, a
través del seu domini C-terminal, formant un complex conjuntament amb el RYR2
(Figura 13). Aquest complex localitza els reservoris de CaZ* a regions properes als RYR2.
Aixd permetra que es produeixi I'alliberacié de Ca?* de forma immediata durant

I’acoblament E-C.2>%
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En el model knock out de CASQ2 generat per Knollman i col-laboradors (2006) es va
observar que en condicions d’estreés es produeixen alliberacions espontanies de Ca?* a
través del RYR2, simulant el fenotip arritmogenic observat en casos de CPVT. Un altre
dels efectes de la perdua de CASQ2 era la disminucié de capacitat d’emmagatzematge
de Ca?* al reticle sarcoplasmatic. Fins abans de la generacié del model knock out, es
pensava que la CASQ2 actuava com a sensor del Ca?* luminal pel RYR2. Aquest model ha
demostrat que la CASQ2 no actua com a sensor, sind que el RYR2 també pot actuar com
a sensor dels nivells de Ca%* luminal.®” Més recentment, s’"ha demostrat que la CASQ2 té
un paper en la regulacié de I'activacié i la inhibicié del RYR2. Ja que a concentracions
elevades de Ca?* al reticle sarcoplasmatic (2250 uM) la CASQ2 és capag d’activar el RYR2.
En canvi, quan les concentracions son baixes (<20 uM), té un efecte inhibidor sobre el
canal.®® Aquests estudis mostren que CASQ2 és important per al correcte funcionament

del RYR2.

La junctina i la triadina sén dues proteines incloses en la membrana del reticle
sarcoplasmatic que serveixen d’ancoratge per a la localitzacié de CASQ2 propera al
RYR2. A part de funcid d’ancoratge, aquestes proteines han mostrat tenir altres funcions
dins el complex macromolecular del RYR2. Modificacions en els nivells d’expressié de
junctina s’ha vist que modifica I'amplitud dels transitoris de Ca?* allargant-los o
escurcant-los, segons si és sobreexpressada o reprimida, respectivament. També,
models knock out han mostrat |'aparicié de DADs. Tot i que el mecanisme pel qual la
junctina modula aquests processos no és conegut, es creu que podria tenir un paper en
la regulacié de la carrega de Ca?* del reticle sarcoplasmatic i en la modulacié de

I'alliberacié de Ca®* pel RYR2.

La funcid de la triadina dins el complex macromolecular del RYR2 no esta del tot clara,
tot i aixi, dues possibles opcions estan en discussié. La primera és que la triadina facilita
I'alliberacié de Ca?* del reticle sarcoplasmatic posicionant la CASQ2 propera als RYR2.
L’altra opcié és que la triadina regula directament |'activitat del RYR2.%88 Estudis de
sobreexpressio realitzats per Terentyev i col-laboradors (2005) indicarien que la triadina

actuaria directament estimulant el RYR2.%°
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4.4.2.Calmodulina

La calmodulina (CaM) actua com a sensor de Ca?* cel-lular. El seu paper principal és
I’activacid de vies de senyalitzacié dependents de Ca®*. La CaM esta codificada per tres
gens diferents: CALM1, CALM2, CALM3, pero tots tres gens generen la mateixa proteina.
La CaM presenta dos tipus d’estructures depenent si té o no Ca%* unit. Quan no té Ca®*
unit, apo-CaM, és presenta com una estructura tancada i compacta. La uni6 de Ca** a
CaM (Ca?*-CaM), promou un canvi conformacional cap a una estructura més oberta que
li permetra la interaccié amb les proteines diana.®°

La CaM regula la P, del RYR2 unint-se directament als llocs d’unié (Figura 13), pero
també pot regular indirectament la funcié d’aquest canal activant la CaMKIl que fosforila
el residu serina (S) 2814 del RYR2. La unié de CaM al RYR2 produeix la inhibicio del canal
reduint la freqiiéncia de sortides espontanies de Ca* des del reticle sarcoplasmatic. El
grau d’inhibicié dependra del nivell de Ca?* citoplasmatic. Tot i que les dues formes, apo-
CaM i Ca%*-CaM, es puguin unir al RYR2, la forma apo-CaM té un efecte inhibidor
major.??? Estudis més recents apunten que la inhibicié del RYR2 per CaM és dependent
de la fosforilacié dels residus S2808 o del S2814 del RYR2. Aixo faria que en situacions
d’estrés B-adreneérgic, la unié de CaM protegeixi contra les sortides aberrants de Ca?*

des del reticle sarcoplasmatic que podrien induir arritmies ventriculars mortals.*

Algunes mutacions que afecten la inhibicié del RYR2 depenent de CaM estan lligades a
malalties arritmogéniques com és el cas de la CPVT. Mutacions en CaM mostren un
augment de la P, del RYR2 a conseqiiencia de la disminucié de I'eficieéncia d’inhibicié de
la CaM, augmentant les sortides espontanies de Ca?* que podrien derivar en arritmies

ventriculars malignes com en el cas de la CPVT.%48

4.4.3.Proteines d’unié FK506: FKBP12 i FKBP12.6

De la familia de proteines d’unié a FK506, les més expressades en els miocits cardiacs de
mamifers son FKBP12 i FKBP12.6. Aquestes dues proteines comparteixen un 85% de la
seva seqliéncia i tenen una estructura 3D molt similar. Tenen 4 llocs d’unid per tetramer
de RYR2 (Figura 13), pero I'afinitat d’unié de FKBP12.6 per RYR2 és major. Originalment,
es pensava que FKBP12.6 era I'Unic FKBP que s’unia al RYR2, pero s’ha demostrat que
tant FKBP12 i FKBP12.6 es poden unir al RYR2. L'abundancia en el teixit cardiac de

FKBP12.6 és molt menor que la de FKBP12, suggerint que tot i que I'afinitat de FKBP12
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és menor, la major quantitat present en els miocits cardiacs fara que més FKBP12 estigui
unit als RYR2. Estudis han mostrat que només un 20% dels RYR2 tenen FKBP12.6 unit.%**
En els cas de FKBP12.6, el seu paper regulador del RYR2 s’ha vist en models de
sobreexpressié en cardiomiocits de conill on la freqiiencia, I'amplitud i la duracié dels
sparks de Ca?* disminuien. Al mateix temps, els transitoris de Ca%* augmentaven
d’amplitud per 'augment de la carrega del reticle sarcoplasmatic. La sobreexpressié de
FKBP12.6 en un model de ratoli va mostrar un efecte protector contra les arritmies
ventriculars. Tot i que no podia ser atribuible només a I'estabilitzacié del RYR2 perque
es va observar canvis en la corrent I, i en I'activitat de I'intecanviador NCX. En un altre
model la sobreexpressié de FKBP12 en cardiomiocits de conill adult va mostrar una
reduccid del guany de I"acoblament E-C i una menor freqiiéncia dels sparks de Ca?*,

suggerint que FKBP12 redueix la sensibilitat del RYR2 cap a Ca?* citosolic.*

Wehrens i col-laborados (2003) van generar un model knock out per FKBP12.6 i van
mostrar la preséncia d’arritmies ventriculars i MSC en situacions d’exercici i infusié de
catecolamines. Aquest model mostra el paper del FKBP12.6 com a estabilitzador de
I'obertura espontania del RYR2, protegint de la possible generacié d’arritmies
ventriculars letals.®® Fins aquell moment es creia que I'activacié de la via B-adrenérgica
provocava la dissociacié del FKBP12.6 unit al RYR2, i per tant 'augment de la P,, donat a
la fosforilacié del RYR2 per la PKA.*” No obstant aix0, un estudi realitzat per Xiao i
col-laboradors I'any 2004, va demostrar que FKBP12.6 no es dissocia del RYR2 per la
fosforilacié de PKA al residu S2808, sind que FKBP12.6 és capag d’unir-se tant al RYR2
fosforilat com desfosforilat. Aixd0 posa en dubte el mecanisme descrit per Marx i
col-laboradors (2000).%® Gonano i col-laboradors (2017) mostren que la localitzacio del
lloc d’unié de FKBP12.6 es troba lluny dels llocs de fosforilacié $2808 i $2814 (>60A),
mostrant que la fosforilacié d’aquests residus no pot actuar directament sobre la unié

de FKBP12.6.%

4.4.4.PKA i CAMKIIA

La fosforilacid del RYR2 té un paper essencial en la regulacié del canal en condicions
d’estrés B-adrenergic. El RYR2 té tres residus fosforilables el S2808, S2814 i S2031, els
quals poden ser fosforilats per PKA (S2808 i S2031) o per la CAMKII (52814 i, amb menor

eficiencia S2808). Tot i que el principal lloc de fosforilacid per PKA és el $2808, més
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recentment també s’han identificat dos altres llocs de fosforilacié propers, S2811 i
treonina (T) 2810. Dels residus T2810i S2811 no se sap clarament si poden ser fosforilats
per PKA, ja que a nivell estructural estarien situats a una regié suboptima per I'accié de
PKA.*°

Tal com ja s’ha explicat anteriorment l'apartat 2.2.5, la quinasa PKA s’activa per
['augment del cAMP donat per I'activacio de la via B-adrenergica. La PKA té com a dianes
de fosforilacié moltes proteines involucrades en I'acoblament E-C. Una de les dianes
principals és el RYR2. La fosforilacié del RYR2 per PKA juga un paper important en la
regulacié de la P,. La fosforilacio del residu S2808 provoca un augment de la sensibilitat
del RYR2 pel Ca?* citosolic, tal com s’ha demostrat en experiments de bicapes lipidiques,

augmentant aixi la P, del RYR2.%7:%°

No obstant aquests resultats, per tal de determinar I’efecte in vivo de la fosforilacié del
residu S2808, s’han generat diversos models animals en els quals se’ls ha induit el canvi
RYR2_p.S2808A, que fa que el residu no sigui fosforilable. En els estudis realitzats per
MacDonnell i col-laboradors (2008), no es van observar diferéncies entre els ratolins WT
i els RYR2_p.S2808A en condicions d’estrés B-adrenérgic, posant en dubte el paper de
$2808 com a modificador de la funcié del RYR2 en condicions d’estres.’®® En canvi,
I’estudi realitzat per Shan i col-laboradors (2010) va mostrar que la fosforilacié del residu
S$2808 per PKA és essencial per donar resposta fisiologica per I'activacié de la via B-
adrenergica.'® Estudis més recents realitzats per Ullrich i col-laboradors (2012) donen
suport a les evidéncies mostrades per Shan i col-laboradors (2010). Aquests estudis
mostren que la fosforilacié del residu S2808 és essencial per a la resposta a I'activacié
de la via B-adrenérgica. A més a més, la fosforilacid d’aquest residu és necessaria per a
la sensibilitzacié del RYR2 pel Ca?* citoplasmatic podent tenir un paper important en la
generacio de sortides espontanies de Ca’* que poguessin acabar generant arritmies

malignes.1%

Tot i les evidéncies presentades sobre la importancia de S2808 en la resposta B-
adrenergica, altres autors mostren que aquest residu ja es troba fosforilat en més d’un
50% en situacions de repo0s.%®'% Estudis realitzats per Bovo i col-laboradors (2017)

mostren que la fosforilacio de S2808 al voltant del 65% de les subunitats redueix la taxa
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de sortides espontanies de Ca?* del reticle sarcoplasmatic. En canvi, la maxima

fosforilacié o desfosforilacié augmenten la taxa de sortides espontanies de Ca?*.1%

Tot i que la PKA té més afinitat pel residu S2808, també pot fosforilar el residu S2030
perd amb menor afinitat. Xiao i col-laboradors (2005) van analitzar la capacitat de la PKA
per fosforilar el residu S2030 en sistemes d’expressidé heterdloga. L'expressid del
RYR2_p.S2808A va mostrar que el RYR2 podia ser igualment fosforilat per PKA.
L’expressié de RYR2_p.S2808A-S2030A, que feia que cap dels dos residus poguessin ser
fosforilats, va mostrar que PKA no podia fosforilar el RYR2. Mostrant que el residu S2030
pot ser fosforilat per PKA. Estudis funcionals realitzats amb el mateix model van
determinar que tant RYR2_p.S2030A com RYR2_p.S2030D, simulant el residu fosforilat,
presentaven sensibilitats identiques al RYR2 WT.% Per poder determinar a nivell més
fisiologic el paper d’aquest residu en la resposta a I'estimul B-adrenérgic, Potenza i
col-laboradors (2019) van generar el model knock in de ratoli RYR2_p.S2030A*/*. Aquest
model no mostrava canvis en condicions basals, pero durant estimulacié B-adrenérgica
es va observar una reduccid de sortides espontanies de Ca?* respecte al WT. Aquest fet
va mostrar la importancia de la fosforilacié d’aquest residu per a la modulacié de la

resposta del RYR2 durant I'activacié de la via B-adrenérgica.®

La CAMKII és una proteina multimeérica tipicament formada per 12 subunitats. Quan la
concentracié de Ca%* augmenta al citoplasma, la CaM uneix Ca?*. La Ca?*-CaM s’uneix a
la CAMKII inactiva i li genera un canvi conformacional que trenca I'associacio entre la
subunitat catalitica i el domini regulador, exposant el domini catalitic perqué la CAMKII
pugui fosforilar. En condicions en qué la unié de la Ca**-CaM és prolongada, es pot donar
I"autofosforilacié del residu T287. Aquesta fosforilacid té dues funcions: (1) augmentar
més de 1000 vegades I'afinitat d’unié de Ca%*-CaM al domini regulador de CAMKII, (2)
evitar I'autoinhibicié de la CAMKII fins i tot si disminueix la concentracié de Ca?* al

citoplasma i la CaM es dissocia de la CAMKII.207

S’ha descrit que la CAMKII té la capacitat de fosforilar especificament el residu S2814
del RYR2. Maier i col-laboradors (2003) van realitzar estudis amb un model de ratoli que
tenia tres vegades més activitat de CAMKII per determinar |'efecte de la fosforilacié del
residu S2814 sobre la funcié del RYR2. Amb aquest model van determinar que la

fosforilacio d’aquest residu disminuia la carrega de Ca?* al reticle sarcoplasmatic fet que
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es podia associar a I'laugment de la freqiiéncia de sparks de Ca?* observada.'® La
implicacié d’aquest residu en la carrega i en la funcié del RYR2 s’ha confirmat en diversos
estudis en els quals s’ha generat ratolins knock in per RYR2_p.S2814D, que simula un
residu fosforilat. Amb aquest canvi aminoacidic al canal RYR2, els cardiomiocits tenen
un comportament semblant a I'observat per la fosforilacié de CAMKII al mateix residu,
una disminucié de la carrega del reticle sarcoplasmatic i un augment en la freqliencia de
sparks de Ca%*. L’Us de ratolins amb el canvi aminoacidic al RYR2 de RYR2_p.S2814A, que
fa que el residu no sigui fosforilable, mostra que la freqtiéncia dels sparks de Ca%* és molt
semblant a la dels animals WT. L’activacié de la CAMKIl augmenta la freqliéncia de
sparks en els animals WT, perd no als RYR2_p.S2814A.1%°11% Aquests experiments
mostren la implicacié del residu S2814 en I'augment d’activitat del RYR2 induit per la

CAMKILI.

4.5. Efecte funcional de les mutacions en RYR2

Un 85% de les mutacions patogéniques trobades en el gen RYR2 es troben concentrades
en quatre regions anomenades Hot spot: (1) el domini N-terminal (residus 44-466)
concentra un 18% de les mutacions, (2) el domini central (residus 2246-2534) concentra
un 19% de les mutacions, (3) la regio entre el domini central i la regié C-terminal (residus
3778-4201) concentra un 22% de les mutacions, i (4) la regié C-terminal (Residus 4497-
4959) concentra un 22% de les mutacions. Tot i aixi, un 15% de les mutacions
patogéniques es localitzen fora dels Hot spots.’>1%112

La majoria de mutacions identificades en el RYR2 sén mutacions missense o de canvi de
sentit. Aquestes produeixen el canvi d’una sola base que provoca un canvi d’aminoacid.
Menys freglientment s’han detectat petites insercions, duplicacions i delecions que no

afecten el marc de lectura.'*!

L’activacio del RYR2 pels nivells de Ca%* es pot donar des de la part citosolica activant el
CICR o des de la cara luminal generant el SOICR. Les mutacions estudiades al llarg del
RYR2 es troben a la Taula 1. La gran majoria d’aquestes han mostrat alteracions en la
sensibilitat del RYR2 als nivells de Ca?* luminal. Aquestes mutacions mostren una
disminucid del llindar del SOICR associat a un augment de la sensibilitat pel Ca2* luminal,
per tant, causen un guany de funcié al RYR2.562113-116 En canvi, hi ha altres mutacions

que augmenten el llindar al SOICR fent que el RYR2 sigui menys sensible al Ca?* luminal
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causant una perdua de funcié en RYR2.%%1%* Per algunes de les mutacions que causen
perdua de funcid en el RYR2, es va determinar que el llindar de terminacié del SOICR no
es veia modificat, causant una major fraccié de Ca?* alliberat en I’activitat SOICR.® Tot i
que moltes mutacions augmenten la sensibilitat dels RYR2 al Ca?* luminal, també hi ha
mutacions que afecten la sensibilitat dels RYR2 al Ca?* citoplasmatic sense alterar la

sensibilitat a Ca?* luminal donat per la dissociacié de FKBP12.6.117:11

Taula 1. Mutacions que causen guany o pérdua de funcié en el RYR2 classificades per la seva

localitzacid per Hot spots.
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4.5.1.Efecte de les mutacions als dominis N-terminal i regié Central

Segons la regio on es localitza la mutacié I'efecte sobre la funcié del canal pot variar. En
el cas de les mutacions localitzades en el domini N-terminal i en la regié central
existeixen dos mecanismes que podrien explicar I'efecte d’aquestes mutacions sobre la
funcié de RYR2:

-Domain Unzipping: La interaccido domini N-terminal i la regié central es creu que és clau
per a la regulacid de I'obertura i tancament del canal. Les mutacions que afecten les

interaccions entre aquests dos dominis poden desestabilitzar I'estat tancat del canal
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(unzipping), fent que sigui més susceptible d’obertura pels nivells de Ca?* citoplasmatic
o luminals generant sortides espontanies de Ca?* en diastole. L'estudi realitzat per
Suetomi i col-laboradors (2011) amb un model de ratoli knock in per la mutacid
RYR2_p.S2246L, localitzada a la regid central, va mostrar que la mutacié reduia el llindar
de carrega de reticle sarcoplasmatic necessaria per induir I’activacio i la inactivacio del

RYR2 causada per la desestabilitzacid entre la regid central i el domini N-terminal.'*

-Desestabilitzacié de la unié FKBP12.6: Anteriorment s’ha explicat la importancia del
FKBP12.6 com a estabilitzador de I'estat tancat del RYR2. Wehrens i col-laboradors
(2003) van estudiar l'efecte de les mutacions RYR2_p.S2246L, RYR2_p.R2474S i
RYR2_p.R4497C sobre la unié FKBP12.6-RYR2. En registres de canal Unic en condicions
de Ca?* diastolic, es va determinar que en preséncia de PKA la P, dels canals mutats
augmentava. Estudis d’afinitat entre FKBP12.6-RYR2 van mostrar que aquestes
mutacions disminuien ['afinitat d’unid entre ambdues proteines.®® Lehnart i
col-laboradors (2008) van analitzar |’efecte funcional de la mutacié RYR2_p.R2474S en
un model knock in de ratoli. Aquests van determinar que, en presencia d’agonistes -
adrenergics la dissociacié de FKBP12.6 desestabilitzava I‘estat tancat del canal fent que
pogués ser activable a concentracions diastoliques de Ca?* citoplasmatic donant suport
a I'estudi presentat per Wehrens i col-laboradors (2003).°*'> Com ja s’ha explicat
anteriorment, els estudis realitzats per Xiao i col-laboradors (2004) no mostren la
dissociacié de FKBP12.6 causada per la fosforilacid de RYR2 sind que FKBP12.6 es pot
unir tant al canal fosforilat com desfosforilat.®® Altres estudis realitzats amb models
animals i models d’expressid heterologa no mostren la dissociacié de FKBP12.6 dels
RYR2 mutats.?¥'2° Per tant, el paper de la desestabilitzacié de la unié de FKBP12.6-RYR2

com a causant de 'augment de P, queda encara en dubte.

4.5.2.Efecte de les mutacions en la regié C-terminal

El mecanisme pel qual mutacions en la regié C-terminal modifiquen la funcié del RYR2
encara no és del tot conegut. L'estudi realitzat per Guo i col-laboradors (2021) va
analitzar I'efecte de quatre mutacions en la regié C-terminal que causaven un guany de
funcié al RYR2_p.P4902S, RYR2 p.P4902L, RYR2_p.E4950K i RYR2_p.G4955E. Aquest
estudi va revelar que aquestes mutacions reduien el llindar d’activacié i el de terminacio

pel SOICR. La mutacid RYR2_p.G4955E induia I'activacié del RYR2 independent de Ca?*,
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mostrant una activitat basal molt més elevada que les altres mutacions. En canvi, les
mutacions RYR2_p.P4902S i RYR2_p.E4950K mostraven un augment de dependéncia
dels nivells de Ca®* per a I'activacié del RYR2. La mutacié RYR2_p.P4902L a diferéncia de
les altres no va mostrar canvis en I'activacié depenent de Ca?*.

Registres de canal Unic van mostrar un augment en la Podel RYR2_p.G4955E , respecte
al WT, en nivells de Ca?* citosolics baixos. En canvi, a nivells més alts de Ca?* no es van
observar diferéncies. Modulant els nivells de Ca?" luminals es va observar que
RYR2_p.G4955E augmentava la seva P, drasticament a nivells de Ca?* luminals molt
baixos. Aquests registres de canal Unic indiquen que la mutacié RYR2_p.G4955E
desestabilitza I'estat tancat del canal augmentant la sensibilitat dels RYR2 pels nivells de

Ca?* luminals.

Estudis estructurals van mostrar que I'aminoacid G4955 es localitzava entre la regié C-
terminal i el motiu U, regié molt rica amb aminoacids carregats tant positivament com
negativament. Aix0 suggereix que aquesta regid és important en la generacid
d’interaccions electroestatiques podent estar involucrada en I'estabilitat del canal. La
substitucié de G4955 per leucina (G4955L, no carregat electroestaticament) o per lisina
(G4955K, aminoacid carregat positivament) va induir una disminucio de I'activacié del
RYR2 independent de Ca?*. Aquests resultats mostren la importancia de les interaccions
electroestatiques per mantenir les interaccions de les regions C-terminals entre
subunitats del RYR2, evidenciant la importancia d’aquestes en el manteniment de |'estat

tancat del canal. 2

L'estudi realitzat per Guo i col-laboradors (2021) mostra el mecanisme pel qual
mutacions situades en la regié C-terminal poden alterar la sensibilitat del RYR2 al Ca?*

luminal i acabar generant arritmies ventriculars malignes als pacients portadors.

5. Models per I’estudi de la CPVT

Classicament per l'estudi de malalties arritmogéniques hereditaries s’han generat
models knock in de ratoli en els quals se’ls inserta la mutacié d’interés o s’han utilitzat
models d’expressid heterologa per expressar el RYR2 amb la mutacid d’interes. Com ja
s’ha comentat anteriorment a I'apartat 3.4, el patrimoni genétic dels pacients juga un

paper molt important en la regulacié de la penetrancia i I'expressivitat del fenotip. La
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complexitat d’obtencido i de manteniment de cardiomiocits humans va portar als
investigadors a la cerca d’altres models com les cel-lules mare pluripotents induides
(iPSC), per poder estudiar aixi I'efecte de mutacions hereditaries i com el patrimoni

genetic dels individus podria modular I'expressié del fenotip. 2

5.1. Cél-lules mare pluripotents induides (iPSC)

Els intents d’aconseguir cel-lules en estat totipotent o pluripotent van comencgar amb
transferéncia nuclear somatica entre els anys 50 i 60. Aquesta técnica consistia en la
transferéncia del nucli d’'una cel-lula somatica a un oocit enucleat per tal d’induir la
transicié cap a un estat indiferenciat.'?*2* Més tard, I'any 1981, es van poder aillar per
primera vegada cél-lules mare embrionaries (ESC) de la massa interna de blastocists de
ratoli. Aquestes cel-lules es trobaven en estat pluripotent, per tant, tenien la capacitat
natural de poder diferenciar-se a qualsevol llinatge cel-lular de les tres capes
germinals.’*'% No va ser fins a I’'any 1994 que es van poder aillar per primer cop ESC de
blastocists humans.??® En experiments realitzats per Cowan i col-laboradors I'any 2005,
es va fusionar ESC humanes amb fibroblasts humans. La fusié va donar lloc a una cel-lula
tetraploide amb caracteristiques d’ESC. Aquest estudi va revelar que les ESC podien
reprogramar l'estat transcripcional d’una cel-lula somatica, deixant veure que podien
existir factors de transcripcié responsables d’aquesta alteracié transcripcional en les
ESC.*?” Els problemes étics derivats de I'GUs d’embrions per a I'obtencié de ESC
comprometien el seu Us.

L'any 2006, Takahashi i Yamanaka van descriure per primera vegada la reprogramacié
de cél-lules somatiques transduint amb vectors virals factors de transcripcidé expressats
a ESC (responsables del manteniment de |’estat pluripotent en embrions en fases inicials
i en cel-lules mare embrionaries) i de factors de transcripcié sobrexpressats en tumors
(que ajudaven a mantenir el fenotip d’ESC i promoure la rapida proliferacid). Les
colonies de cél-lules obtingues per aquests investigadors es van anomenar cel-lules mare
pluripotents induides (iPSC). Aquestes presentaven una morfologia, caracteristiques
bioquimiques, perfils d’expressié molt semblants a les cel-lules ESC i tenien la capacitat
de diferenciar-se a llinatges cel-lulars de les tres capes germinals. Aquests investigadors
van determinar que la combinacié de I'expressio dels factors de transcripcié Oct3/4,

SOX2, c-Myc i KLF4 formaven l'eix central per a la induccié i manteniment de la
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pluripoténcia de les iPSC.??® Poc temps després, aquests investigadors van mostrar la
capacitat de reprogramacié d’aquests quatre factors de transcripcié amb fibroblasts
humans.'®

La capacitat de les iPSC de poder-se diferenciar a qualsevol tipus cel-lular de qualsevol
de les tres capes germinals, va portar a la generacié de diferents protocols per a la
diferenciacié dirigida cap a diferents tipus cel-lulars. En el nostre cas, ens centrarem en

I’explicacié del protocol de diferenciacid a cardiomiocits.

5.2. Cardiomiocits derivats de cél-lules mare pluripotents induides (iPSC-CM)

L’estudi tant fisiologic com molecular dels cardiomiocits humans és técnicament dificil,
degut a la complexitat d’obtencié i de manteniment dels mateixos en cultiu pel seu
estudi. Les iPSC representen una font prometedora per a I’obtencié de cardiomiocits
humans i, a més a més, amb el patrimoni genétic del pacient.?

Actualment, existeixen diferents tipus de protocols de diferenciacié basats en I'Us de
moduladors de la via de transduccié del senyal WNT. Els primers protocols es basaven
en la formacié de cossos embrionaris en gotes penjants en medis lliures de serum, i en
la modulacioé de les vies de senyalitzacié Activin/Nodal/TGFB, WNT/B-Catenina i BMP
per a l'obtencid de beating bodies.**® L'Gs d’aquest tipus de protocol genera
diferenciacions molt heterogenies entre linies cel-lulars, i I'eficiéncia de diferenciacio és

de <20%.131132

Una alternativa més recent sén les diferenciacions en 2D o en monocapa realitzades
sobre matrius quimicament caracteritzades com el matrigel, la vitronectina o altres.
Aquests representen una bona alternativa respecte als cossos embrionaris, ja que
generen una capa uniforme que redueix els problemes de difusié presents en els cossos
embrionaris fent que les diferenciacions siguin més controlades i reproduibles.3!
Actualment protocols basats en I'Us de petites molécules per modular la via WNT
aconsegueixen una eficiéncia de diferenciacié de >90%. 1*3-13°> En aquesta tesi doctoral
s'usara per a la diferenciacié de les iPSC a cardiomiocits derivats de cél-lules mare
pluripotents induides (iPSC-CM) el protocol descrit per Lin i col-laboradors (2017). En
aquest protocol s’utilitzen com a moduladors de la via WNT el CHIR99021, IWP2,
heparina i insulina. Aquest meétode té una relacié cost-eficiencia molt alt obtenint >90%

de cardiomiocits en cada diferenciacid.'3®
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Per poder augmentar la puresa de les diferenciacions en monocapa d’iPSC-CM, s’ha
proposat I'is de medis que substitueixen la glucosa per lactat. S’ha vist que el
tractament d’entre 6 i 10 dies amb aquests medis augmenta la puresa dels cultius,
eliminant aquelles cél-lules que no estan correctament diferenciades.®****” Tot i aixo, els
iPSC-CM presenten una serie de limitacions que dificulten el modelatge de patologies,
ja que mostren propietats electrofisiologiques, bioquimiques i estructurals immadures.

En el seglient apartat s’explicara el fenotip immadur dels iPSC-CM.

5.3. Laimmaduresa dels iPSC-CM

La majoria dels protocols de diferenciacié generen cardiomiocits amb caracteristiques
més semblants a cardiomiocits d’estadis embrionaris o a estadis fetals primerencs.
Aquests cardiomioctis presenten un seguit de caracteristiques que les allunyen dels
cardiomiocits madurs: (1) volum molt inferior, (2) un nombre menor de mitocondries,
(3) baixa organitzacié de I'aparell contractil, (4) composicié de canals ionics al
sarcolemma més semblant als cardiomiocits immadurs que als adults (preséncia de s,
baixa presencia de Ix1, isoforma embrionaria de In, i altres) i (5) falta de tabuls T (Figura
14). Aquestes caracteristiques que diferencien els cardiomiocits immadurs dels madurs
son essencials pel modelatge de malalties, regeneracié de teixits o per proves de

tractaments farmacologics.
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Figura 14. Comparacio de I'organitzacié estructural entre un cardiomiocit immadur (iPSC-CM,
part superior) i un cardiomiocit madur (part inferior). Modificada de Karbassi i col-laboradors

(2020).1»

Focalitzant-nos a nivell de la dinamica del Ca?* intracel-lular, com ja hem explicat
anteriorment a I'apartat 2.2, 'acoblament E-C a I'adult inclou la propagacié del potencial
d’accié pel sarcolemma i pels tubuls T, que promou I'obertura dels LTCC. L’entrada de
Ca?* des de I'exterior pels LTCC sera la responsable de I'obertura del RYR2, causant
I'alliberacio del Ca%* des del reticle sarcoplasmatic i promovent la contraccid.'®**® Els
cardiomiocits immadurs i els iPSC-CM no presenten tubuls T, cosa que fa que la distancia
entre els LTCC i els RYR2 sigui major que en I'adult produint un retard en el CICR. També
s’ha observat que la recaptacié del Ca?* alliberat és més lenta en iPSC-CM, que podria
explicar-se per una alta relacio PLN:SERCA2.1381% Tots aquests fets indiquen que els iPSC-
CM presenten una dinamica del Ca%* intracel-lular i un acoblament E-C diferent a I’adult.
Per aguest motiu, I'aplicacié de tractaments d’estimulacié mecanica, hormonals i altres
son necessaris per a la maduracié fenotipica dels iPSC-CM per millorar el modelatge de

malalties cardiaques al laboratori.
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5.4. Maduracio dels iPSC-CM

La immaduresa dels iPSC-CM pot representar una limitacié per al seu Us com a model
fisioldgicament representatiu de I'adult. La fisiologia cardiaca depéen tant de la maduresa
estructural, electriofisiologica com metabodlica. Per aquest motiu, des del descobriment
dels primers protocols de diferenciacié dirigida a cardiomiocits s’han intentat diverses
aproximacions per induir la maduracié dels iPSC-CM per fer-los fisioldogicament més
semblants als adults. A continuacid explicarem algunes de les aproximacions
experimentals utilitzades fins al moment.

La primera aproximacio que es va fer va ser la de mantenir els iPSC-CM en cultiu per un
llarg periode de temps. Aquests experiments s’han fet tant amb diferenciacions en 2D
com en cossos embrionaris, i el rang de cultiu va des de quatre setmanes a 1 any. Alguns
d’aquests estudis han revelat que cultius a llarg termini poden induir canvis en
I’organitzacié del sarcomer i en alguns casos hipertrofia cel-lular, pero tot i aixi no s’ha

observat en cap cas la preséncia de tubuls T.140-143

Altres aproximacions s’han focalitzat en la mimetitzacié de I'ambient cardiac per tal de
poder induir la maduracié dels iPSC-CM. En aquests casos els iPSC-CM sén sembrats
sobre matrius amb rigideses semblants a la matriu extracel-lular del cor per tal de poder
formar un cultiu en 2D o 3D. Aquests cultius sén estimulats tan electricament com
mecanicament a diferents freqiéncies per modular la maduracié dels iPSC-CM. La
combinacié d’aquests factors promou la hipertrofia dels cardiomiocits, I'alineament dels
iPSC-CM i dels sarcomers en la direccié de I'estimul, I'augment d’expressié de gens
cardiacs, una major contractilitat i una millora en la dinamica del Ca?* intracel-lular. Tot
i que la combinacid d’aquestes tecniques indueix una millora en la maduresa dels
cardiomiocits a nivell econdmic és molt costds i, per aquest motiu complica la seva

implantacié en molts laboratoris.?%44-146

Altres alternatives més assumibles per ser implantades per a molts laboratoris sense
necessitat d’un cultiu molt llarg ni una gran inversié economica és I'Us de diferents
molecules per augmentar la maduracié dels iPSC-CM. Aquestes molécules inclouen el
Torin 1, l'acid asiatic combinat amb GW501516, la 3,3’,5-Triiodo-L-tironina (T3)

combinada amb Dexametasona (Dex) i altres. 138147-149
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La T3 és una hormona tiroidea implicada en el desenvolupament cardiac. L'estudi
realitzat amb xais per Chattergoon i col-laboradors (2012) mostra que la T3 juga un
paper molt important en la maduracié dels cardiomiocits durant el desenvolupament
embrionari promovent la hipertrofia i la binucleacié dels cardiomiocits.* La Dex és una
hormona glucocorticoidea que juga un paper important a nivell perinatal, regulant
I’expressid de gens associats amb el canvi de metabolisme basat en carbohidrats cap a
la oxidacido dels acids grassos en els cardiomiocits i induint la maduracié dels
cardiomocits a nivell metabolic.’! L'efecte combinat de les dues hormones ha estat ja
provat en els iPSC-CM en dos estudis. A I'estudi dut a terme per Parikh i col-laboradors
(2017) combinen I'Gs de matrius de matrigel amb el tractament de T3+Dex. Aquests van
poder observar la formacié de tubuls-T, una millora en el CICR i un acoblament E-C més
semblant al ventricular.*® Estudis més recents realitzats per Wang i col-laboradors
(2021) han mostrat com el tractament amb T3+Dex sense matriu de matrigel indueix la
maduracio a nivell electrofisiologic dels iPSC-CM. Mostren que els iPSC-CM presenten
un potencial de membrana més hiperpolaritzat, un potencial d’acci6 més curt,
increments en les corrents Iy, Ik i lks i una reduccid de Is. Unicament van ser necessaries
les matrius de matrigel per induir I'augment en la Ina. L'augment de I'expressié dels gens
associats a les corrents Ix1 (KCNJ2 | KCNJ12), Ik (KCNH2 | KCNE2) i Iks (KCNQ1) i la reduccio
de la corrent If (HCN4) indicaria el canvi a un fenotip electrofisiologic més madur,
millorant I’excitabilitat cardiaca i la velocitat de conduccié del potencial d’accié als iPSC-

CM_lSZ

Tot i les millores técniques per a la maduracid dels iPSC-CM, encara no s’ha aconseguit
generar iPSC-CM amb un grau de maduresa suficient com per poder ser comparats amb

els cardiomiocits adults.

5.5. Variabilitat en la diferenciacié de les iPSC a iPSC-CM

Tot i que els iPSC-CM representen un model prometedor per a I'estudi de malalties
arritmogeéniques, les diferenciacions dirigides presenten tres problemes importants pel
modelatge de les mateixes: la immaduresa dels iPSC-CM obtinguts, I’heterogeneitat i la
variabilitat en les poblacions cel-lulars obtingudes en cada diferenciacié. Les fonts que
introdueixen variabilitat en les diferenciacions poden ser molt diverses. Poden influir

variants intrinseques com: (1) alteracions a nivell genétic o epigenétic generant
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subpoblacions dins el mateix cultius d’iPSC, (2) el pacient i teixit del qual s’"han obtingut
les cél-lules per a la reprogramacio, (3) I’'heterogeneitat transcripcional i de I'epigenoma
al moment d’iniciar la diferenciacio i (4) la fase del cicle cel-lular a la qual es troben les
iPSC al moment d’iniciar la diferenciacié. També, hi ha variants extrinseques que poden
introduir variabilitat a les diferenciacions com: (1) les condicions de cultius (medi
utilitzat, la tecnica de passatge, el substrat on es sembren les iPSC, el pH del medi), (2)
la confluéncia de les iPSC, (3) la concentracié de CHIR99021 per iniciar la diferenciacid,
entre molts altres.**?

Cada una de les diferenciacions a iPSC-CM presenta un rang de variabilitat i
heterogeneitat en la poblacié resultant. Normalment, hi ha una combinacié de iPSC-CM
i cél-lules que no ho sén en proporcions variables entre diferenciacions. Churko i
col-laboradors (2018) van realitzar un estudi de single-cell RNA-seq en el qual van
analitzar diferenciacions a quatre punts temporals (dia 0, 5, 14 i 45 des de l'inici de
diferenciacid). Des de I'inici de la diferenciacié fins a dia 45 aquests investigadors van
poder identificar I'aparicié de 20 subpoblacions diferents des d’iPSC: cél-lules de llinatge
endodéermic, ectodérmic, mesodermic i cardiomiocits auriculars i ventriculars en
diferents estadis de maduresa. Un analisis més detallat realitzat entre els dies 090 amb
13 punts en el temps va mostrar que hi havia un enriquiment de marcadors estructurals
i de contraccié entre els dies 7 i 90, indicant que llargs periodes de temps de cultiu

indueixen un estat més madur als iPSC-CM.***

La variabilitat entre poblacions dificulta la interpel-lacié en estudis a nivell molecular de
preparacions multicel-lulars, per aix0 diferents estudis han analitzat la utilitat de
diferents proteines tant a nivell de superficie cel-lular com citoesquelétiques per poder
determinar la proporcié de iPSC-CM dins de cada mostra. A nivell citoesquelétic,
principalment s’han utilitzat com a marcadors de cel-lules diferenciades la troponina T
(codificada pel gen TNNT2) i a-actinina (codificada pel gen ACTN2). Aquestes dues
proteines han estat ampliament usades com a marcadors de cardiomiocits, ja que es

troben presents Unicament als iPSC-CM diferenciats en qualsevol estat de maduresa.

134,137,147,155

A nivell extracel-lular hi ha diversos marcadors que permeten diferenciar els iPSC-CM de

les cél-lules no diferenciades com el SIRPA, VCAM1 i ALCAM. VCAM1 i ALCAM sdn
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expressats en cardiomiocits de ratoli en etapa embrionaria entre els dies 8 i 15 de
gestacid.’® VCAM1 i ALCAM han mostrat ser eficients com a marcadors per identificar
iPSC-CM de cel-lules no diferenciades correctament, pero, aquests dos marcadors s’han
associat a cardiomiocits immadurs, per tant, el seu Us no pot ser estés com a marcador,
a no ser que sigui en etapes inicials de diferenciacid.’”!%® SIRPA s’ha comprovat que és
coexpressa amb la troponina T als iPSC-CM, indicant que la seva expressio és especifica

de cardiomiocits i no depén de la maduresa dels cardiomiocits. **°

5.6. iPSC-CM en I'estudi de mutacions en el RYR2

Totiles limitacions que presenten els iPSC-CM aquests sén un model amb molt potencial
per poder estudiar I'efecte de mutacions en el RYR2 d’una forma més acurada, ja que
uneixen dos factors essencials per estudiar el fenotip de la malaltia: (1) els iPSC-CM
permeten estudiar el fenotip de la mutacié en un ambient cardiac que fins al moment
només s’havia pogut aconseguir utilitzant models animals knock in i (2) permeten
determinar I'efecte de la mutacié dins el patrimoni genetic de I'individu. Aquests dos
fets fan que els iPSC-CM siguin un bon model per a I’estudi d’'una canalopatia hereditaria
com és la CPVT.

Moltes mutacions al RYR2 s’han estudiat realitzant la reprogramacié de cel-lules
somatiques dels propis pacients o introduint la mutacié en linies iPSC control mitjancant
la tecnica d’edicié genetica del CRISPR-Cas9 per determinar I'efecte real de la mutacié
sense tenir en compte com el patrimoni genétic pot modular el fenotip. La majoria de
mutacions estudiades fins al moment utilitzant iPSC-CM sén variants d’un sol nucleotid
que generen un canvi d’aminoacid al llarg del RYR2.¥%1”” També s’han generat models
d’iPSC per mutacions d’un sol nucleodtid que generen |'aparicié d’'un codd STOP prematur
com la RYR2_c.C14368T que genera una proteina més curta perdent 177 aminoacids de

la regié C-terminal (Taula 2).178
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Taula 2. Classificacié de mutacions d’un sol canvi de nucleotid estudiades en iPSC-CM segons

si es troben dins del Hot Spots o no al llarg del RYR2.

Hot Spot Mutacio Referéncies
Fora del Hot Spo't del domini H29D 160
N-terminal
R176Q 161
Domini N-terminal S406L 162
R420Q 163,164
E2311D 165
Regi6 Central P2328S 166-168
F2438| 164,169-171
T2538R 167
Fora del Hot Spot de la 75
Regio Central D3638A
& L3741P 176
M4109R 177
Regi6 Central — C-terminal L4115F 167,172,173
Q4201R 164,167
14587V 174
Regi6 C-terminal V4653F 167,172
R4790Ter 178

De forma menys abundant, també s’han detectat casos de duplicacions i delecions en el
gen RYR2. Fins al moment s’ha generat un model iPSC per delecio de I'exd 3 Y2173 j un
model per una duplicacié en tandem de 344.085 bases que inclou aproximadament
26.000 bases de regio intergenica, la regié 5’UTR/regié promotora i els exons de I'1 al

4 179

Tots aquests models han mostrat la necessitat d’exposar el iPSC-CM a catecolamines
com l'adrenalina o agonistes B-adrenérgics com l'isoproterenol, per desemmascarar
anomalies en els potencials d’accid i en els transitoris de Ca?*intracel-lulars com podrien
ser els DADs i en menor freqiéncia els EADs. Només en el cas de la mutacid
RYR2_p.H29D es van poder observar la presencia de DADs en estat basal, efecte que no
es veia augmentat amb I'aplicacié d’agonistes B-adrenérgics. Aixo mostrava que la
mutacio ja induia un augment de funcié del RYR2 sense necessitat de I'activacié de la via

B-adrenérgica.l®®

Els iPSC-CM a part de mostrar la capacitat de recapitular a nivell cel-lular mecanismes
patofiosiologics de la CPVT en el laboratori, han permeés la realitzacié de tests

farmacologics per determinar I'efecte antiarritmic de diferents farmacs com el
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dantrOIGne162'164'167, KN_93165' ﬂecainida164,172,173,175,176’ nad0|0|176'179, 5107174,175'
metropolol*”, propanolol*”, carvedilol?’2173178  EL20%!, JVT519%% nevibidol'’®, i
labetalol'’®. Aquests farmacs han mostrat diferents eficacies com agents antiarritmics
segons la localitzacié de les mutacions en el RYR2, mostrant la rellevancia de I'Us dels
iPSC-CM per I'screening de farmacs antiarritmics per a millorar el tractament dels

pacients.
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Plantejament de la recerca

A I'apartat 1 de la introduccid, s’ha descrit la identificacié de la mutacié RYR2_p.G357S
com a causant dels casos de CPVT en una familia de més de 2000 individus residents al
sud de l'illa de Gran Canaria. Fins al moment, la mutacio ha estat estudiada en models
d’expressié heterologa per determinar quin és |'efecte de la mutacié sobre la funcié del

RYR2.

El primer estudi va ser realitzat per Wangliemert i col-laboradors (2015). Aquests
investigadors van utilitzar un model de HEK-293T estable i induible per RYR2_WT o
RYR2_p.G357S, per determinar I'efecte de la mutacié RYR2_p.G357S sobre la funcid del
RYR2. En condicions basals, no van observar diferéncies ni en les corbes concentraci6-
resposta de cafeina ni en 'activitat SOICR entre el RYR2_WT i RYR2_p.G357S. En canvi,
en condicions que mimetitzaven I'estres B-adrenérgic, usant forskolina per augmentar
els nivells de cAMP intracel-lulars, van observar que tant la sensibilitat a cafeina com
I'activitat SOICR del RYR2_p.G357S era major que en el WT. El canvi aminoacidic G357S
suggeria que es pogués haver generat un nou lloc de fosforilacié per PKA. Estudis de
fosforilacié in vitro van determinar que no es podia produir la fosforilacido d’aquest
residu. Tots els resultats en conjunt mostraven que I'estimulacié B-adrenergica era
necessaria per a desemmascarar el fenotip patogénic de la mutacié, podent ser la
responsable de I'expressivitat variable i la baixa penetrancia (46,3%) observada en la

familia.t

La caracteritzacié de la mutacid va seguir amb I'estudi realitzat per Liu i col-laboradors
(2017). Aquests investigadors van utilitzar el mateix model cel-lular que Wangliemert i
col-laboradors (2015) per determinar quins mecanismes podrien explicar la penetrancia
incompleta de la mutacié RYR2_p.G357S. L'estudi del SOICR va mostrar que disminuia
el nombre de cel-lules RYR2_p.G357S amb activitat SOICR. La mutacié RYR2_p.G357S
disminuia el llindar d’activacid del SOICR augmentant la susceptibilitat a qué es
produissin sortides espontanies de Ca®*. Aquestes a part tenien una amplitud major
donat per un retard en la finalitzacié del SOICR, fet que produia un augment de la fraccié
del Ca®* alliberada. Els estudis amb cél-lules permeabilitzades van mostrar que la
mutacid RYR2_p.G357S no afectava I'activacié depenent de Ca?* citosolic ni la quantitat

de Ca?* alliberada induida per concentracions de Ca?* ascendents.
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Estudis de western blot, van determinar que la mutacié RYR2_p.G357S disminuia la
quantitat de RYR2. Aquest resultat podria explicar la disminucié de cel-lules oscil-lants
en els experiments de SOICR. Per determinar la causa d’aquesta disminucié de proteina,
van estudiar I'efecte de la mutacié RYR2_p.G357S en el domini N-terminal. Aquests
investigadors van expressar el domini N-terminal (subdominis N-A, N-B i N-C) i van
determinar-ne |'estabilitat segons la temperatura. Els resultats van mostrar que la
mutacido RYR2_p.G357S tenia un efecte intrinsec de desestabilitzacid. Segons aquest
estudi, la desestabilitzacié del domini N-terminal del RYR2 produiria un guany de funcio
pero al mateix temps una pérdua de funcid associada a la disminucio de la quantitat de

RYR2. 18

Les evidencies presentades per Wanguemert i col-laboradors (2015)' i Liu i
col-laboradors (2017)*° mostren que la mutacié RYR2_p.G357S indueix un guany de
funcié al RYR2. La disminucio dels llindars d’activacié i de finalitzacié sumat a I'augment
de I'activitat SOICR en estimulacié B-adrenérgica podria explicar I'aparicié d’arritmies
ventriculars malignes en situacions d’estrés en els pacients de CPVT. També Liu i
col-laboradors (2017)*° van proposar que la variabilitat d’expressié de fenotips dins la
familia podria donar-se per la disminucié de la quantitat de RYR2 associada a la
desestabilitzacié del domini N-terminal, i pel baix efecte de la mutacid sobre I'alliberacid
de Ca?* de RYR2. Aquestes podrien ser les causes que expliquessin la penetrancia

incompleta i I'expressivitat variable de la mutacié RYR2_p.G357S.

Moltes mutacions associades a CPVT s’han estudiat tant a nivell funcional com a nivell
molecular utilitzant les cél-lules HEK-293T com a model cel-lular, perd aquest model
presenta diverses limitacions: (1) no presenten proteines cardiaques que podrien
modular I'efecte de la mutacié RYR2_p.G357Si (2) no contenen el patrimoni genétic dels
individus, que com ja s’ha explicat anteriorment a I'apartat 3.4 de la introduccid, tindria
un paper important en la penetrancia i I'expressivitat del fenotip. Tenint presents les
limitacions d’aquest model per a I'estudi a nivell fisiologic de les alteracions generades
per RYR2_p.G357S, I'objectiu d’aquesta tesi doctoral és estudiar I'efecte de la mutacié
RYR2_p.G357S en iPSC-CM d’individus de la gran familia de l'illa de Gran Canaria. Per

aixi poder determinar de forma més acurada el fenotip patofisiologic de la mutacié i com
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aquest es pot veure modulat pel patrimoni genetic dels individus per poder explicar la

variabilitat de fenotips observats dins d’aquesta gran familia.

Per aquest motiu s’han seleccionat dos individus homozigots i tres heterozigots per la
mutacid RYR2_p.G357S dins d’aquesta familia, els quals havien presentat fenotips
diferents per tal de poder determinar com la mutacié afecta a la funcid, I'expressivitat i
a la quantitat del RYR2 i com el patrimoni genétic afecta a la penetrancia incompleta i

I’expressivitat variable del fenotip de la malaltia.
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Hipotesis i objectius

En la seccidé anterior hem presentat els resultats obtinguts fins al moment en la
caracteritzacié funcional i molecular de I'efecte de la mutacid RYR2_p.G357S en el
model estable i induible de HEK-293T. En aquesta tesi ens hem proposat realitzar estudis
fisiologicament més rellevants utilitzant iPSC obtingudes de la reprogramacié dels
fibroblasts dels propis individus, i diferenciar-les a iPSC-CM per avaluar I'efecte de la
mutacid RYR2_p.G357S i com el patrimoni genetic dels diferents individus modula
I’expressivitat i penetrancia del fenotip. Partint d’aquesta base, ens hem plantejat una
hipotesi central per l'estudi que és: El guany de funcié associat a la mutacio
RYR2_p.G357S és dependent del nombre d’al-lels mutats i del patrimoni genetic dels

individus donants.
Per confirmar la hipotesi plantejada, hem subdividit la hipotesi en subhipotesis:

I.  La maduracié dels iPSC-CM permet obtenir un model fisioldgicament
rellevant per a I'estudi de I'efecte de la mutacid RYR2_p.G357S en els
iPSC-CM individu especifics.

Il.  Elfenotip donat per la mutacié RYR2_p.G357S altera la funcionalitat dels
RYR2, alterant I'homeostasi del Ca?* intracel-lular Unicament quan
s’'indueix I'activacié de la via f-adreneérgica en situacions d’estres, podent
ser modulable pel nombre d’al-lels mutats.

lll.  El guany de funcié al RYR2 causat per la mutacid RYR2_p.G357S es veu
mitigat per la reduccié de la quantitat de proteina present en els iPSC-
CM.

IV.  El patrimoni genetic dels individus modula la severitat del fenotip de la
mutacio RYR2_p.G357S.

Per avaluar aquestes subhipotesis, ens hem proposat els seglients objectius especifics:

I.  Diferenciar les iPSC a iPSC-CM tant de l'individu control sa com dels
individus portadors de la mutaci6 RYR2_p.G357S en homozigosi i en
heterozigosi.

[I.  Induir la maduracié dels iPSC-CM usant la combinacié d’hormones

T3+Dex i avaluar I'efecte a nivell funcional del tractament.
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Caracteritzar a nivell funcional per imatges de Ca®* I’efecte de la mutacid
RYR2_p.G357S sobre la funcionalitat del RYR2 en els iPSC-CM tant en
condicions basals com en condicions d’estres B-adrenérgic.

Determinar I'efecte del nombre d’al-lels mutats i del patrimoni genétic
sobre la modulacid del fenotip de la mutacié RYR2_p.G357S.

Avaluar com la mutacié RYR2_p.G357S afecta I'expressivitat i la quantitat

del RYR2.
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Material i metodes

1. Seleccio dels individus

1.1. Seleccié dels individus per I'estudi

Els individus inclosos dins aquest estudi es van seleccionar de la gran familia de I'llla de
Gran Canaria portadora de la mutacid RYR2_p.G357S descrita per Wangliemert i
col-laboradors (2015).! Des de I'associacié de la mutacié RYR2_p.G357S amb els casos
de MSC dins aquesta gran familia, es va realitzar un estudi a nivell genétic per identificar
els individus portadors de la mutacid. Tots els individus que van accedir a realitzar-se el
test geneéticise’ls va trobar la mutacio, sigui en homozigosi o heterozigosi, se’ls va iniciar
el tractament amb B-bloquejants i en els casos més greus es va optar per la implantacio
d’un DAI.

Dins d’aquesta gran familia es van seleccionar cinc individus basant-nos en els seus
genotips i fenotips (Taula 3). Els individus CPVT-51 i CPVT-55 sén germans i tots dos sén
heterozigots. L'individu CPVT-51 va patir un presincope a 19 anys fet que va fer que els
clinics li implantessin un DAI i el tractessin amb metropolol. Poc temps després de la
implantacié del DAI, aquest el va salvar d’una MSC a 21 anys. La germana, en canvi
(CPVT-55), en canvi, no ha presentat mai cap simptoma. Tot i aixi, des del diagnostic del
germa i la seva identificacié com a portadora de la mutacid se li va iniciar el tractament

amb propranolol i se li van donar recomanacions d’estil de vida.

Els individus CPVT-52 i CPVT-53 tenen un parentesc de segon grau, ja que sén primera
(CPVT-52) i tercera generacié (CPVT-53) del mateix nucli familiar. L'individu CPVT-52 és
heterozigot per la mutacid i va patir un sincope a 39 anys, previ al seu diagnostic genétic.
Derivat d’aquest episodi se li va implantar un DAl i se li va iniciar el tractament amb B-
bloguejants. Pero voluntariament va abandonar el tractament farmacologic. En canvi,
I'individu CPVT-53, va presentar un sincope a 8 anys. Després d’aquest episodi se li va

iniciar el tractament amb nadolol i se li va implantar un DAI.

L'individu CPVT-54, portador de la mutacié en homozigosis, no guarda cap parentesc
directe amb cap dels altres individus. Aquest individu, abans de I'associacié de la
mutacio RYR2_p.G357S amb els casos de CPVT ja havia patit dos episodis de sincopes en
situacions d’estres fisic, el primer a 8 anys. Per aquest motiu se li va implantar un DAl i,

a més a més, també se’l va tractar amb propanolol.
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Taula 3. Descripcié dels individus inclosos dins I’estudi.

Identificacio Edat Sexe Genotip Simptomatologia Tractament
Presincope als 19 anys i
CPVT-51 25 Home Heterozigot MSCrecuperadaals21  DAl+Metropolol
anys
CPVT-52 58 Dona  Heterozigot Sincope als 39 anys DAI
CPVT-53 10 Home  Homozigot Sincope als 8 anys DAIl+Nadolol
) Dos sincopes, el primer
CPVT-54 49 Home  Homozigot DAI+Propanolol
als 8 anys
CPVT-55 32 Dona Heterozigot No coneguts Propranolol

1.2. Obtencid de les biopsies de pell

L’extraccio de les biopsies de pell es va fer utilitzant un punxé esteril, amb el qual es va
fer laincisié i amb I'ajuda d’unes pinces es va extreure el fragment de pell que contenia
la dermis. Les biopsies es van emmagatzemar a 42C en medi de cultiu per a fibroblasts

(Taula 4) des de I'extraccio fins al seu processament.

Taula 4. Composicié del medi de cultiu de fibroblasts.

Composicié Referéncia Concentracio
DMEM, high glucose, 32430-027, Gibco-Thermo Fisher 1X
GlutaMAX™) HEPES Scientific (Walthman, MA, EUA)

Gentamicina/Amfotericina R-015-10, Gibco-Thermo Fisher 1X
500X Scientific

SH30071.03H Cytiva Life Science
(Emeryville, MA, USA)
P4333-100ML, Sigma-Aldrich

Penicil-lina/estreptomicina (Sain Louis, MI, EUA)

Serum fetal bovi HyClone 10%

1%

1.3. Processament de les biopsies de pell per a I’expansio dels fibroblasts

En una placa de 100 mm es va col-locar la biopsia de pell amb una petita quantitat de
medi de cultiu de fibroblasts. Amb I'ajuda de dos bisturis esterils, la mostra es va
trossejar en uns 12-15 fragments, depenent de la mida de la mostra inicial. Utilitzant
pinces esterils es van repartir els fragments de pell als tres pous superiors d’una placa
de 6 pous. Tot seguit, es va col-locar sobre un cobreobjectes de 15 mm esteril. Amb
I’'ajuda de pinces es va pressionar suaument al mateix temps que a poc a poc es van
afegir 2 mL de medi per fibroblasts. Els fragments de teixit es van deixar en condicions
estandard de cultiu (37 2Ci 5% de CO;) durant 7 dies. El primer canvi de medi es va fer

passats 7 dies, i a partir d’aquest dia es va canviar el medi cada 4-5 dies.
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Al voltant del dia 21, des del processament de les mostres, els fibroblasts ja van cobrir
tota la superficie del pou i del cobreobjectes que es trobava en contacte amb els
fragments de pell. Arribat aquest punt, es van poder passar per continuar amb
I’expansio. Pel passatge, es va retirar el medi i es van posar 2mL de tampd fosfat sali de
Dulbecco (DPBS, L0615-500, Biowest, Nuaillé, Franca) a cadascun dels tres pous de la
part inferior de la placa de 6 pous (on no hi havia els fragments de pell) i es van netejar
amb 2 mL de DPBS als pous on s’havien cultivat les mostres de pell. Amb I'ajuda d’unes
pinces esterils es van transferir els cobreobjectes als pous de la part inferior de la placa
posant la part que havia estat en contacte amb els fragments de pell cap amunt. A
continuacio, es va aspirar el DPBS i es va afegir 1 mL de TrypLE Express (12563-011,
Gibco-Thermo Fisher Scientific), una combinacié d’enzims que permet dissociar les
cél-lules, préviament escalfat i es va incubar a 37 2C durant 3 min. Passat el temps,
rapidament es van afegir 2 mL de medi de fibroblast i amb I'ajuda d’un scraper es van
desenganxar els fibroblasts. Tot el medi amb els fibroblasts desenganxats es va recollir
en un tub de 15 mL i es va centrifugar a 1000 rpm durant 4 min. El sobrenedant es va
retirar i es van resuspendre els fibroblasts amb medi per fibroblasts fresc i es van
transferir a un flascé T75. A partir d’aquest punt, el medi es va canviar dos cops per

setmana.

Un cop els fibroblasts van arribar al 95-100% de confluéncia, es van desenganxar tal com
s’ha explicat anteriorment, es van centrifugar a 1000 rpm durant 4 min, es va descartar
el sobrenedant i les cel-lules es van resuspendre amb medi de criopreservacid: Knock-
Out Serum Replacement (KOSR, 10828028, Gibco-Thermo Fisher Scientific) suplementat
amb 10% de sulfoxid de dimetil (DMSO, P2650, Merck Life Science, Darmstadt,
Alemanya). Les cel-lules en suspensié es van aliquotar en criovials i es van
emmagatzemar dins del contenidor de congelacié Mr Frosty (Thermo Fisher Scientific)
amb isopropanol (AL03111000,Scharlab, Barcelona, Espanya) a -80 2C per permetre la
congelacio progressiva dels fibroblasts. L’'endema van ser transferits al tanc de nitrogen

liquid per a 'emmagatzematge a llarg termini.
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2. Reprogramacio dels fibroblasts a cél-lules pluripotents induides (iPSC)

Tant la reprogramacio dels fibroblasts a iPSC com la caracteritzacié de les linies iPSC
obtingudes es va fer al Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona. Seguidament,
s’expliguen breument els métodes utilitzats tant per la reprogramacid com pels

diferents tests per a la caracteritzacio de les linies generades.

2.1. Reprogramacio dels fibroblasts per factors episomals a iPSC

Es van separar 500000 fibroblasts i amb el Kit Amaxa NHDF Nucleofector i el
Nucleofector 2b (VPD-1001, Lonza, Basilea, Suissa) amb el protocol U-023 es van
nucleofectar els vectors episomals codificants pels factors de reprogramacié OCT3/4,
shRNA contra p53, SOX2, KLF4, L-MYC i LIN28 (#27077, #27078, #27080, Addgene,
Watertown, Regne Unit). Com a control positiu i per estimar I'eficiéncia de nucleofeccio,
es van nucleofectar 500000 fibroblasts amb un vector codificant per GFP (#27082,
Addgene). Després de la nucleofeccié rapidament es van sembrar els fibroblasts en 6
pous de plaques de 6 pous amb recobriment de matrigel (354230, Corning, Corning, NY,
EUA) i es van mantenir en medi de fibroblasts. Un cop van arribar a confluéncia, es van
tripsinitzar i es van sembrar 50000 ceél-lules en 6 pous de plaques de 6 pous amb
recobriment de matrigel, i es van mantenir amb 50% medi de fibroblasts i 50% TeSR-E7
(05914, SstemCell Technologies, Vancouver, Canada) durant 24 h. Passades les 24 h, es
va canviar el medi a TeSR-E7. Entre els dies 15-20 posteriors a la sembra, es va observar
I"aparicid de colonies iPSC. Aquestes es van recollir manualment i es van cultivar per a la

seva expansio.

2.2. Caracteritzacio de les linies iPSC generades
2.2.1.Determinacié de la preséncia de transgens de reprogramacid i expressiéo de
factors de transcripcié de pluripoténcia endogens

Per determinar la preséncia de transgens de reprogramacio, es va extreure DNA
genomic de les iPSCi es va fer PCR quantitativa (QPCR) amb encebadors especifics contra
I’Epstein-Barr Nuclear Antigen 1 (EBNA1), seqliencia només present als vectors de
reprogramacié. Com a control positiu es va utilitzar DNA obtingut de fibroblasts a 72 h
després de la nucleofeccio.

Per a la mesura de marcadors de pluripoténcia, es va extreure mRNA de les iPSC

utilitzant un protocol basat en I'Gs del Trizol (15596026, Invitrogen-Thermo Fisher
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Scientific) i es va retrotranscriure 1 ug de mRNA amb el Kit Clones AMV First-strand cDNA
(12328032, Life tecnologies-Thermo Fischer Scientific). Les reaccions de qPCR es van fer
amb SyBR Green (1176202K, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific) i encebadors especifics
per a cada un dels gens (Taula 5). Els valors de Ct es van normalitzar pel percentatge
d’expressié de GAPDH.

Taula 5. Encebadors utilitzats per a la determinacié de la preséncia de vectors episomals de

reprogramacio i I’expressio dels factors de transcripcié de pluripoténcia.

Gen Forward (3’-5’) Reverse (3’-5’)
EBNA-1 TGGAAACCAGGGAGGCAAAT GTCAAGGAGGTTCCAACCCG
Oct3/4 CCCCAGGGCCCCATTTTGGTACC ACCTCAGTTTGAATGC ATGGGAGAGC

Sox2 TTCACATGTCCCAGCACTACCAGA TCACATGTGTGAGAGGGGCAGTGTGC

Lin28  AGCCATATGGTAGCCTCATGTCCGC TCAATTCTGTGCCTCCGGGAGCAGGGTAGG

GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC AGGGATCTCGCTCCTGGAA

2.2.2. Cariotip

Les colonies d'iPSC a un 70% de confluencia van ser tractades amb colcemida
(15210040,KaryoMAX colcemid, Gibco-Thermo Fisher Scientific), tripsinitzades i
incubades en una solucié hipotonica. Seguidament, es van fixar amb solucié de Carnoy
(75% metanol i 25% acid acetic). La integritat del genoma de les iPSC es va avaluar
analitzant el bandejat G del cariotip en metafase a I'Hospital Sant Joan de Déu

mitjangant protocols estandards.

2.2.3.Tincio de la fosfatasa alcalina

Per a la tincio de la fosfatasa alcalina les iPSC, es van fixar amb 4% de paraformaldehid
durant 1 min. Es van eliminar les restes de paraformaldehid fent rentats amb DPBS i es
van tenyir les iPSC fixades amb el kit de tincié de la fosfatasa alcalina (SCR004, Sigma

Aldrich-Merck). Finalment es van fer fotografies en camp clar.
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2.2.4.Immunofluorescencies dels marcadors de pluripoténcia

Per detectar els marcadors de pluripoténcia, es van fixar les iPSC amb 4% de
paraformaldehid. Es van bloquejar i permeabilitzar amb tampd Tris-Sali (TBS)+ 0.5%
Tritdé X-100+ 6% de seérum de ruc. Els anticossos primaris contra els factors de
transcripcié de pluripoténcia (Nanog, OCT4, SOX2, TRA-1-81, TRA-1-60, SSEA-3 i SSEA-4)
es van incubar tota la nit en TBS+ 0.1% Trité X-100+ 6% serum de ruc (Taula S1). La
incubacié dels anticossos secundaris es va fer 2 h a 37 2C (Taula S2). Finalment, el nucli
es va tenyir amb Dihidroclorur de 4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI, 6224,
Invitrogen-Thermo Fisher Scientific). Les imatges es van adquirir amb el microscopi

confocal Leica TSC SPE/SP5 (Leica, Wetzlar, Alemanya).

2.2.5.Formacié dels Embryoid bodies i immunohistouimica de marcadors de
endoderm, mesoderm i ectoderm

La diferenciacid in vitro es va fer a través de |la formacio de cossos embrionaris (EB). Per
a I'obtencié d’EB es van desenganxar les colonies d’iPSC i es van transferir a una placa
de 96 pous amb medi mTeSR-1 (Stemcell Technologies). Es va centrifugar la placa a 800
g durant 10 min i es va incubar a 372C i 5%CO; durant 24 h. Els EBs formats es van
transferir a una placa de baixa adhesié amb mTeSR1 i es van incubar 24 h. Passades les
24 h, els EBs es van transferir en flascons amb cobreobjectes enganxat a la base amb
recobriment de matrigel. Es van cultivar amb medi de diferenciacié per les tres capes
germinals entre 21-28 dies:

e Ectoderm: 50% medi Neurobasal, 50% DMEM/F12, 1% N2, 1% B27, 1% Glutamax

i 1% Penicil-lina/estreptomicina.

e Endoderm: Knockout-DMEM, 10% FBS-Hyclone, 1% MEM-NEAA, 0.1% B-

mercaptoethanol, 1% Glutamax i 1% Penicil-lina/estreptomicina.

e Mesoderm: Medi d’endoderm suplementat amb 0.5 mM L-Ascorbic acid.

Es van ferimmunohistoquimiques amb diferents anticossos especifics contra marcadors
endodérmics (AFP i FOXA2), ectodérmics (TUJ1 i GFAP) i mesodermics (ASMA i ASA) tal

com s’ha descrit a 'apartat de Métodes 2.2.4. Els anticossos utilitzats es troben a la Taula
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S1iS2 del'annex 1. Les imatges van ser adquirides amb el microscopi confocal Leica TSC

SPE/SP5 (Leica, Wetzlar, Alemanya).

2.3. Seqiienciacio de I'’ex6 13 del gen RYR2
Un cop obtingudes i caracteritzades les linies iPSC, es va seqiienciar la regié de I'ex6 13
del gen RYR2 que conté la mutacié c.G1069A, per comprovar que durant el procés de

reprogramacio la mutacié s’havia mantingut.

2.3.1. Extraccié de DNA genomic de les iPSC

L’extraccio del DNA genomic de les iPSC es va fer a partir de cél-lules congelades a -802C
amb el NucleoSpin Mini Tissue Kit (740952.50, Machery-Nagel, Allentown, PA, EUA). Les
cél-lules es van llisar amb el tampdé T1. Un cop llisades, es va afegir a la mescla el tampd
B3 i la proteinasa K i es va incubar durant 15 min a 70 2C. Seguidament, es va afegir
etanol 100% (ET00061000, Scharlab) i es va barrejar energicament amb un vortex per
afavorir les condicions d’unié del DNA gendmic a les columnes del kit. La mostra es va
transferir a les columnes del kit i es va centrifugar 1 min a 11000 g. Un cop unit el DNA
a la columna, es van fer dos rentats, un amb el buffer BW i I'altre amb el buffer B5
centrifugant 1 min a 11000 g. Un cop rentada la membrana es va assecar centrifugant 1
min a 11000 g. Es va posar la columna en un nou tub de 1.5 mL i amb el buffer BE es va

eluir el DNA genomic centrifugant 1 min a 11000 g.

El DNA genomic extret es va analitzar per espectrofotometria amb el NANODROP-1000
(Thermo Fischer Scientific). La mesura de la concentracid es va realitzar a una
absorbancia (A) de 260 nm, que és la longitud d’ona a la qual absorbeixen els acids
nucleics. Per determinar-ne la qualitat, es van tenir en compte dos ratios. La ratio A260
nm/A280 nm determina la puresa del DNA, la mostra es considera pura si el valor
d’aquesta ratio té un valor aproximat a 2. Si la ratio és inferior ens indica la preséncia de
contaminants com proteines, les quals absorbeixen a 280 nm. La ratio A260 nm/A230
nm indica com de lliure de contaminats com fenols i alcohols es troba la mostra. Es
considera una mostra pura si la ratio es troba al voltant de 2, si és inferior considerem
gue la mostra conté solvents organics que absorbeixen a 230 nm. Les mostres amb

bones ratios van ser congelades a -20 oC fins al seu Us.
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2.3.2. Amplificacio, purificacio i seqlienciacio per Sanger

L’amplificacié es va dur a terme amb la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) amb
encebadors especifics per la regid6 de l'exé 13 del gen RYR2 (Forward
CAAGCATAAGTTAGAGGTCG ; Reverse GAATCTGCCCTTTCACTTGC). La reaccio es va dur
a terme amb una mix de volum final 12.5 pL (Taula 6) en plagues de 96 pous amb el
termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems, Walthman, MA, EUA). El
perfil d’amplificacié es va basar en una desnaturalitzacid inicial del DNA, seguida de 40
cicles de desnaturalitzacié, hibridacié i elongacié seguit d’una elongacié final (Taula 7).

Taula 6. Components de la mix de PCR.

. C tracio
Component Referéncia Volum(pL) oncentracio

Final
GoTaq G2 Colorless Hot
olaq otor ?SS © M7432,Promega (Madison, 6.25 1X
Start Master Mix (2X) WI, EUA)
H,0 Nuclease-Free ’ 4.25
DNA Genomic (10 ng/uL) 1 0.8 ng/uL
Encebadors Integrated DNA Technologies
i 1 800 nM
Forward+Reverse (10 uM) (Corlaville, 1A, EUA)
Volum Final 12.5
Taula 7. Programa de PCR utilitzat.
Etapa Temperatura Temps Cicles
Desnaturalitzacio inicial 95°C 3 min 1
Desnaturalitzacié 94°C 3 seg
Hibridacio 60°C 3 seg 40
Elongacio 72°C 4 seg
Elongacié Final 72°C 5 min 1
Final 4°C Infinit 1

Per comprovar la correcta amplificacié de la reaccid es va fer una electroforesi del
producte de PCR en un gel d’agarosa al 1.2% (50004, Lonza, Basilea, Suissa) amb Midori
Green Advance 1:40000 (MGO04, Nippon Genetics, Tokyo, Japd) i es va visualitzar amb el
transiluminador Vilber Lourmat Quantum (Vilber, Marne-la-Vallée, Franca) i el programa

Vision Capture (Vilber).
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Els productes correctament amplificats van ser purificats utilitzant I’ExoZAP (720010-
1000,AMPLIQON, Odense, Dinamarca). Aquest esta format per dos enzims,
I’exonucleasa I, que elimina les restes d’encebadors, i la Shrimp Alkaline Phosphatase
que elimina els dNTPS. La reaccié es va fer en plaques de 96 pous amb 2.5 uL de producte
de PCR i 1 pL d’ExoZAP. En un termociclador es va incubar primer 2 min a 37 2C per

eliminar les restes de la reaccié de PCR i finalment 3 min a 80 2C per inactivar els enzims.

La reaccié de seqiiéncia es va fer seguint el métode de Sanger utilitzant el BigDye
Terminator V3.1 (Applied Biosystems). La reaccid es va dur a terme en un volum final de
5 uL en plagues de 96 pous (Taula 8). El perfil usat per a la reaccié de seqiiencia es troba

alaTaula9.

Taula 8. Components de la reaccié del BigDye.

Referéncia Volum Concentracid
Components .
(uL) Final
5X Tampd per seqilienciacio 1 1X
BigDye® Terminator v3.1 4337456, Applied Blosystems
. . 0.5 1X
Ready Reaction Mix
Encebador Forward o Integrated DNA Technologies 0.5 800 nM

Revese (10 uM)
Producte purificat de PCR 1
AM9932, Invitrogen- Thermo

H20 Nuclease-Free Fisher Scientific 2
Volum Final 5
Taula 9. Programa utilitzat per la reaccié de BigDye.
Etapa Temperatura Temps Cicles
Desnaturalitzacio Inicial 96°C 1 min 1
Desnaturalitzacio 96°C 10 seg
Hibridacio 50°C 5 seg 25
Elongacio 60°C 4 min
Final 4°C Infinit 1

Un cop finalitzada la reacci6 del BigDye es va precipitar afegint 80 pL de solucié d’etanol
70% (Shcarlab)-acetat sodic 0.11 M (1.06268.1000, Sigma Aldrich-Merck). Es va incubar
durant 12 min a temperatura ambient i seguidament es va centrifugar a 2000 g durant
45 min a 15 °C. Es van eliminar les restes de solucio d’etanol-acetat sodic i es va deixar
assecar 10 min a temperatura ambient. Tot seguit es van afegir 150 uL d’etanol al 70% i

es va centrifugar a 2000 g durant 10 min. Es van eliminar les restes d’etanol i es va deixar
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assecar la placa 10 min a temperatura ambient. Finalment, es va resuspendre el DNA
precipitat amb 10 uL de formamida (4311320, Applied Blosystems) i es va incubar 7 min
a 95¢9C.

El producte es va analitzar per electroforesi capil-lar amb el seqiienciador Genetic
Analyzer 3130XL (Applied Biosystems). Els resultats obtinguts es van analitzar amb el

programa Sequencing Analysis v.5.2 (Applied Biosystems).

3. Estudi molecular i funcional del canal RYR2

3.1. Cultius de iPSC

Les linies iPSC generades es van descongelar rapidament en un bany d’aigua a 37 oC. El
contingut del vial va ser recollit amb medi mTeSR1 (85850, Stem Cell Technologies)
suplementat amb 10 uM de ROCKi (Y-27632 2HClI, inhibidor de la quinasa ROCK1, S1049,
Selleckchem, Houston, TX, EUA), es va transferir a un tub de 15 mL i es van centrifugar
5 min a 200 g. Les iPSC van ser resuspeses amb mTeSR1+ROCKi i es van repartir en 3
pous de plagues de 6 pous recoberts amb matrigel préviament incubat un minim de 30
min a 37 2C a dilucié 1:48 amb Knock-Out DMEM (10829-018, Gibco-Thermo Fisher
Scientific). Les iPSC es van mantenir en condicions estandards de cultiu canviant el medi
cada 24 h.

Cada 4-7 dies, les iPSC van ser passades. Per fer el passatge, primer es va fer un rentat
amb DPBS i es van incubar durant 5 min a 37 2C amb EDTA 0.5 mM en DPBS (15575-038,
Invitrogen-Thermo Fisher Scientific) previament escalfat a 37 ¢C. Passats els 5 min, es va
aspirar 'EDTA i es van donar cops suaus als laterals de la placa per afavorir el
despreniment de les iPSC. Les iPSC van ser recollides amb 1 mL de mTeSR1+ROCKi per
pou, aquest procediment es va fer dues vegades per pou i totes les cel-lules van ser
recollides en un tub de 50 mL. Les cel-lules es van comptar amb el Countess™ Il (Thermo
Fisher Scientific) i es van sembrar entre 80000 (8330 cél-lules/cm?) i 300000 (31250
ceél-lules/cm?) cél-lules a 3 pous de plaques de 6 pous amb recobriment de matrigel pel
manteniment de les linies. Per a les diferenciacions es van sembrar 800000
(210530cel-lules/cm?) o 850000 (223680cel-lules/cm?) cél-lules, segons la linia cel-lular,

a tots els pous de plaques de 12 pous amb recobriment de matrigel.
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Per assegurar la disponibilitat de cel-lules iPSC de cada una de les linies utilitzades, en
els primers passatges les iPSC sobrants van ser congelades. Per congelar les iPSC, es van
recolliren un tub de 15 mLi es van centrifugar 5 min a 200 g. Es va aspirar el sobrenedant
i es va resuspendre el pellet de cel-lules amb el medi de criopreservacié descrit abans
(90% KOSR i 10% DMSO). Es van aliquotar en criovials, i es van congelar progressivament
fins a -80 2C dins del contenidor MrFrosty ja descrit. Per la conservacio a llarg termini de

les cel-lules, 'endema es van traspassar al tanc de nitrogen.

3.2. Diferenciacio de les iPSC a iPSC-CM

Previ a cada inici de diferenciacio, les iPSC es van sembrar en plaques de 12 pous amb
recobriment de matrigel. Des del moment de la sembra totes les linies utilitzades van
ser mantingudes en cultius durant 2 dies amb medi mTeSR1 abans d’iniciar el procés de
diferenciacié. El protocol utilitzat consta de tres fases (Figura 15), i va ser el mateix per
diferenciar tant les linies dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S com la

de I'individu control sa.

La primera fase és el procés de diferenciacié d’iPSC a iPSC-CM que compren des del dia
0 fins al dia 8 del protocol. Al dia 0 es va canviar el medi mTeSR1 per medi de
diferenciacié (Taula 10) suplementat amb 4-5 uM de CHIR99021 (S1263, Selleckchem),
segons la linia cel-lular. El dia 1 es va canviar el medi per medi de diferenciacid
suplementat amb 3 pg/mL d’heparina (H3149-10KU, Sigma Aldrich-Merck). Dels dies 2
al 5 es va suplementar el medi amb 3 pg/mL d’heparina, 3 uM d’IWP2 (3533, Tocris
Biosciences, Bristol, Regne Unit) i 10 uM de Rocki. El dia 6 es va suplementar amb 3
pug/mL d’heparina. El dia 7 amb 3 pg/mL d’heparina i 10 pg/mL d’insulina (19278-5ML,
Sigma-Aldrich). Finalment, a dia 8 es va suplementar Unicament el medi de diferenciacié
amb 10 pg/mL d’insulina. 136 Entre els dies 7 i 10 des de I'inici de diferenciacié els iPSC-

CM van comencgar a bategar (Figura 15).
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Seleccié Metabolica Maduracié Disgregacié
p10 D12 D14 D16 D30
Medi sense Tractament ambT3 + Dex

glucosa Replaqueig

Figura 15. Protocol de diferenciacio optimitzat per a la diferenciacié d’iPSC a iPSC-CM.
Representacié esquematica del protocol de diferenciacio utilitzat basat en els protocols de Lin i
col-laboradors (2017) 3¢, Sharma i col-laboradors (2015)*7 i Parikh i col-laboradors(2017) *.

Taula 10. Composicié del medi de diferenciacié.

Composicié Referéncia Concentracio
DMEM Nutrient Mixture F-  21331-020, Thermo Fisher
S 1X
12 Scientific
. . A4544-25MG, Sigma-
L-ascorbic acid Aldrich 0.064 mg/mL
Selenit de sodi $5261-10G, Sigma-Aldrich 0.01344 pg/ml
. T0655-100MG,Sgima-
Holo-transferrina Aldrich 10 pg/ml
Chemically defined lipid 11905-31, Thermo Fisher 1X
concentrate Scientific
Glutamax 35050—.061, Gl'bco—‘T.hermo 1%
Fisher Scientific
Penicil-lina/estreptomicina P4333-100ML, Sigma- 1%

Aldrich

La segona fase del protocol de diferenciacié compren del dia 10 al 16 des de l'inici de la

diferenciacié. Durant aquesta fase es va aplicar un tractament de seleccié metabolica

que constava de medi de manteniment de cardiomiocits sense glucosa (Figura 15 i Taula

11), per tal de poder eliminar les cél-lules no diferenciades correctament 37, Durant

aquest procés, el medi es va canviar cada dos dies.

Taula 11. Composicié del medi per a la seleccié metabolica.

Concentracio a

Composicié Referéncia .
afegir
SILAC Advanced DMEM/F-12 A24943-01,Thermo Fisher
Flex Media Scientific
L-acid ascorbic Taula 10 0.0615 mg/ml
Selenit de sodi Taula 10 0.00844 ug/ml
Holo-transferrina Taula 10 2.5 pg/ml
Chemically defined lipid Taula 10 1x
concentrate
Glutamax Taula 10 1X
Penicil-lina/estreptomicina Taula 10 1X
L-Arginina 88427, Thermo Fisher Scientific 147.5 mg/ml
L-Lisina 88429, Thermo Fisher Scientific 91.25 mg/ml
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L'dltima fase del procés de diferenciacio comenca a partir del dia 16 i acaba el dia 30.
Aquesta fase comenga amb el replaqueig dels iPSC-CM. Aquest procés consisteix a
dissociar els iPSC-CM i sembrar-los a alta densitat en matrigel fresc, per aixi generar
noves monocapes que augmentin la viabilitat i la maduresa dels iPSC-CM. Després del

replaqueig, s’inicia el tractament hormonal de maduracié utilitzant T3+Dex.

Per a la dissociacid, cada pou de les plaques de diferenciacio es va incubar amb 400U/mL
de col-lagenasa B (11088807001, Roche, Basilea, Suissa) durant 30 min a 37 2°C. Per
afavorir el despreniment de les monocapes, cada 10 min es va colpejar suaument als
laterals de la placa. Passats 30 min es van recollir tots els fragments desenganxats en un
tub de 15 mL i es van centrifugar 5 min a 200 g. La col-lagenasa B es va retirar i es va
afegir tripsina 0.25% (T4049-500ML, Sigma Aldrich-Merck). Es va incubar primer durant
7 min, es va invertir el tub i es va incubar durant 5 min més a 37 2C. Seguidament, es va
neutralitzar la tripsina amb medi de disgregacio (Taula 12) i amb una pipeta serologica
de 10 mL es va fragmentar amb molt de compte els agregats de cel-lules que encara
podien quedar. Es va centrifugar 5 min a 200 g i es van eliminar les restes de medi i
tripsina. Les cel-lules es van resuspendre amb medi de disgregacié fresc, es van fer
passar per una malla amb porus de 70 um (cell strainer) situat sobre un tub de 50 mL
per obtenir cél-lules individuals. Finalment, es van comptar i es van sembrar al voltant
de 2.5 milions de cél-lules (660000cél-lules/cm?) en nous pous de placa de 12 pous amb

recobriment de matrigel fresc.

Taula 12. Composicié del medi de disgregacio.

Composicid Referéncia Concentracié
Medi de Diferenciacio Taula 10 1X
Insulina 10 pg/mL
Dex 1126, Tocris Bioscience 1uM
T3 T2877-100MG, Sigma Aldrich-Merck 0.1 uM
10270-106, Gibco-Thermo Fisher

Serum fetal bovi (FBS) 20%

Scientific

Es van mantenir els iPSC-CM fins a dia 30 amb medi de diferenciacié suplementat amb
insulina i T3+Dex (Taula 13) canviant el medi diariament o cada dos dies. Un cop arribat
a dia 30, els iPSC-CM es van disgregar seguint el mateix protocol utilitzat pel replaqueig

i es van sembrar els iPSC-CM a cambres de registre pels estudis funcionals amb
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recobriment de gelatina 0.1% en DPBS (G1393-20ML, Sigma Aldrich-Merck) o es van

recollir pels posteriors estudis moleculars.

Taula 13. Composicié del medi de maduracié els iPSC-CM.

Composicid Referéncia Concentracio
Medi de Diferenciaci6  Taula 10 1X
Insulina 10 pg/mL
Dex Taula 12 1uM
T3 Taula 12 0.1 uM

3.3. Analisis d’expressié de marcadors de cardiomiocits per immunofluorescéncia

Aproximadament 150000 iPSC-CM disgregats a dia 30 van ser sembrats sobre
cobreobjectes de 12 mm pretractats amb gelatina 0.1% en DPBS. Passats 3-4 dies des
de la disgregacio, es van fer quatre rentats amb DPBS fred i es van fixar amb metanol
(ME03022500, Scharlab, Sentmenat, Espanya), préeviament refredat a -20 2C, durant 10
min a -202C. Es van fer 3 rentats amb DPBS fred i es van bloquejar i permeabilitzar a la
vegada amb la solucidé PFS (Taula 14) durant 30 min a 37 2C. Es van fer cinc rentats amb
DPBS i es va incubar tota la nit a 4 2C en una cambra humida amb I’anticos primari diluit

en la solucid PFS (Taula 15).

Taula 14. Composicié de la solucid PFS.

Composicid Casa Comercial Concentracié
Saponina 47036-50G-F, Sigma- 0.0025%
Aldrich
Gelatina de pell de peix G7765-250ML, Sigma- 0.7%
d’aiglies fredes Aldrich
Azida sodica Sigma-aldrich 0.02%
PBS- Taula 18

Taula 15. Anticossos utilitzats per a les immunofluorescéncies dels marcadors de
cardiomiocits.

Anticos Casa Comercial Dilucié
Anti-a-actinina A7811, Sigma-Aldrich 1:200
bs-10648R, Bioss Antibodies, Woburn,

Anti-troponina T 1:200

MA, EUA

L’endema es van fer 4 rentats de 5 min amb PFS, i es va posar I'anticos secundari a dilucié
1:400 en PFS (Taula 16) i es va incubar 1 h a temperatura ambient a una cambra humida
en foscor. Es van fer tres rentats de 5 amb PBS-. Es va incubar amb 0.4 pg/mL de DAPI 5

min a temperatura ambient a la cambra humida i en foscor per tenyir el DNA. Els
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cobreobjectes es van rentar amb aigua milliQ i es va fer el muntatge amb el medi de
muntatge FluorSave (345789-20ML, Calbiochem, San Diego, CA. EUA). Les imatges de
les immunofluorescéncies es van adquirir amb el microscopi Nikon Ecplipse 50i

(Nikon,Tokio, Japd) i el programa NIS Element (Nikon).

Taula 16. Anticossos secundaris utilitzats per a les immunofluorescéencies dels marcadors de
cardiomiocits.

Anticos Casa Comercial Dilucié

Anti-conill Alexa Fluor 488 A11008, 'I"her‘rr?o Fisher 1:400
Scientific

Anti-ratoli Alexa Fluor 488 A28175, 'I"her‘rr.m Fisher 1:400
Scientific

3.4. Analisis d’expressié per Western Blot

3.4.1.Extraccid i quantificacid de les proteines dels iPSC-CM

Per a I'extraccid de les proteines d’iPSC-CM, primer es van fer dos rentats amb DPBS
fred i es van llisar les cel-lules amb tampd de lisi (Taula 17) suplementat amb la barreja
d’inhibidors de proteases cOmplete Mini EDTA-Free (11836170001, Roche) i d’inhibidors
de fosfatases PhosStop (04906837001, Roche) amb I'ajuda d’un scrapper. Un cop
recollides les mostres, van ser sonicades amb un sonicador manual Labsonic M
(Sartorius, Gottingen, Alemanya) per fragmentar la cromatina i reduir-ne la viscositat.

Taula 17. Composicié del tampa de lisis per a I'extraccié de proteina.

Composicié Casa Comercial Concentracio
75746-1KG, Sigma

. . o
Sodi dodecil sulfat(SDS) Aldrich-Merck 2%
. 1.04093.1000, Sigma o
Glicerol Aldrich-Merck 10%
Tris-HCl pH 6.8 T6066-1KG, Sigma 50 mM

Aldrich-Merck

Per a la quantificacio de proteina es va utilitzar I'assaig de I’acid bicinconinic (BCA Assay
Kit,23225, Thermo Fisher Scientific). Primer es va fer una corba de calibracié a una placa
de 96 pous a partir d’albumina sérica bovina (BSA), en la qual es van carregar quantitats
de BSA conegudes (en pg: 1,2,3,5,7,9 i 10). Seguidament, a la mateixa placa de la corba
de calibracio, es van carregar per triplicat les mostres fent una barreja de 22.5 uL d’aigua
i 2.5 uL de mostra. Tant a les mostres com a la recta patré es van afegir 200 pL del reactiu

de BCAiesvaincubara 37 2Cdurant 30 min. Després es va llegir I'absorbancia a 562 nm
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amb un lector de plaques Cytation 5 imaging reader (BioTek, Winooski, VT, USA) i es va
calcular la concentracié de proteina de les mostres segons els valors de la corba de

calibracié.

3.4.2.Electroforesi desnaturalitzant en SDS-acrilamida i Western Blot

Per a totes les mostres, es va preparar una barreja de 15 pg de proteina total, aigua i
tampd de carrega 4X (1610747, BioRad, Hercules, CA, EUA) suplementat amb 10% B-
mercaptoetanol (M3148-25ML, Sigma Aldrich, Merck). Les mostres es van bullir 5 min a
95 2C, per desnaturalitzar les proteines, i es van centrifugar 1 min a 16.000 g. Les mostres
de proteina juntament amb el marcador de pes molecular PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder (26619, Thermo Fisher Scientific) van ser separats mitjancant una
electroforesi desnaturalitzant en SDS-acrilamida en gels TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit
al 7.5% (1610181, BioRad). Aquesta acrilamida conté un compost trihalo que s’uneix als
triptofans de les proteines, permetent la seva visualitzacié, fotodocumentacié i
seguiment.

La separaciod de proteines es va fer en tampo d’electroforesi 1X (Taula 18) en dues fases.
Primer es va aplicar un voltatge de 80 V durant 15 min per permetre I'entrada de les
proteines al gel apilador, i després es va pujar a 180 V durant 45 min per a la separacié
total de les proteines. Un cop separades les proteines, es va desmuntar el gel i es va
exposar durant 45 seg a llum UV amb el sistema fotodocumentador ChemiDoc MP
(BioRad) per permetre que el compost trihalo s’unis als triptofans de les proteines.
Despres, d’obtenir imatges del gel, les proteines van ser transferides a una membrana
de PVDF (88518, Thermo Fisher Scientific) amb tampd de transferéncia 1X (Taula 18) a
un voltatge constant de 90 V durant 2 h a 4 2C a una membrana. Acabada la transferéncia
es va adquirir una imatge de la membrana la qual va servir com a referéncia de proteina

total per a la quantificacid i normalitzacio.

92



Material i metodes

Taula 18. Composicié de tots els tampons utilitzats pel western blot. Tots els reactius sén de

Sigma Aldrich-Merck excepte els indicats.

Tampo Composicié
25 mM Tris base (T6066-1KG); 192 mM
Glicina (G7126-5KG); 0.1% SDS

Tampo d’electroforesi 10X

Tampo de transferéncia 10X 25 mM Tris base, 192 mM Glicine
També de transferencia 1X 10% Tampé de Transferencia, 20% Metanol,
P 0.05% SDS

26.8 mM KCI (P9541-1KG), 14.7 mM
KH,PO4(P5655-500G), 1.37 mM NaCl (31434-
1KG), 0.8 M NaHPO4-7H,0 (132656.1211,
PanReac Applichem, Darmstadt, Germany)

Tampo Fosfat Sali (PBS’) 10X

La membrana es va bloquejar durant 1 h amb llet al 5% (06-019-500, Scharlab) en PBS-
amb 0.1% Tween-20(PBST, P1379-500ML, Sigma Aldrich-Merck) a temperatura ambient
i posteriorment es va incubar amb els anticossos primaris (Taula 19) preparats en solucié

d’anticos (Taula 20) a 4 °C en rotacié O/N.

Taula 19. Anticossos utilitzats en els experiments de western blot.

Anticos Casa Comercial Dilucio
. NBP1-19484, Novus Biologicals-Biotechne,
Anti-RYR2 1:1
nt (Abingdon, Regne Unit) 000
Anti-a-actinina A7811, Sigma Aldrich-Merck 1:1000
Anti-troponina T bs-10648R, Bioss AESZ())dms(Woburn, MA, 1500

Taula 20. Composicid de la solucié per a la preparacié i incubacié del anticos primari.

Composicid Casa Comercial Concentracio
BSA A9647-500G, Sigma Aldrich- 1%
Merck
Azida Sodica $2002, Sigma Aldrich-Merck 0.02%
PBS Taula 16 1X

L’endema es va recuperar |'anticds primari i es van fer dos rentats de 5 min en agitacié
amb PBST i dos amb PBS'. Es va incubar amb I’anticos secundari conjugat amb I'enzim
HRP (horse radish peroxidase) diluit 1:10000 en llet al 3% en PBST en agitacid a
temperatura ambient (Taula 21). Es va rentar la membrana dues vegades amb PBST i
dues amb PBS durant 5 min en agitacié a temperatura ambient per eliminar les restes

d’anticos secundari.
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Taula 21. Anticossos secundaris utilitzats per a western blot.

Anticos Casa Comercial Dilucid
Anti conill-HRP 111-035-003, Jackson ImmunoResearch 1:10000
Anti ratoli-HRP 115-035-003, Jackson ImmunoResearch 1:10000

El revelat es va fer per quimioluminescencia utilitzant el substrat per I’enzim HRP Clarity
ECL (170-5061, Biorad). Les imatges van ser adquirides amb el sistema ChemiDoc MP
(BioRad) i analitzades amb el programa ImagelLab (Biorad). La intensitat optica de cada
una de les bandes va ser normalitzada per la densitat optica de la respectiva proteina
total. Per reduir la variabilitat entre experiments, el valor normalitzat de cada mostra va
ser dividit per la suma de totes les mostres dins de cada experiment tal com descriuen
Degasperii col-laboradors (2014).181 Els nivells de RYR2 es van normalitzar per la mitjana
geometrica de la normalitzacidé respecte la troponina T i a-actinina, per aixi reduir la

variabilitat introduida per I'eficiencia de les diferenciacions independents.

3.5. Analisis d’expressié per PCR quantitativa (qPCR)

3.5.1.Extraccio de RNA, quantificacid i integritat

L'extracci6 d’'RNA de les mostres d’iPSC i iPSC-CM es va fer seguint el métode
convencional basat en I'Gs de fenols i cloroform. Tant les iPSC com els iPSC-CM a dia 30
van ser rentats amb DPBS fred dues vegades i van ser lisats directament a la placa amb
1 mL de Qiazol lysis reagent (79306, Qiagen, Hilden, Alemanya). Les mostres recollides
van ser guardades a -80 2C fins al seu processament. Per poder prosseguir amb
I’extraccido d’RNA les mostres van ser descongelades en gel. Un cop descongelades es
van deixar 5 min a temperatura ambient i seguidament es van afegir 200 pL de cloroform
(C2432-25ML, Sigma Aldrich-Merck). Es van barrejar amb un vortex durant 45 seg, es
van deixar 10 min a temperatura ambient i es van centrifugar durant 15 min a 12000 g
a 4 9C. La fase superior transparent va ser transferida a un nou tub, on es van afegir 500
uL d’isopropanol per precipitar I’'RNA. Es va invertir el tub 3-4 vegades i es va deixar 10
min a temperatura ambient. Les mostres es van centrifugar 10 min a 12000 g a 4 °C. El
pellet resultant, va ser rentat cinc vegades amb 500 pL d’etanol 70% en aigua DEPC
(AM9922, Invitrogen-Thermo Fischer Scientific) i centrifugant 10 min a 12000 g a 49C.

Un cop finalitzats els rentats es va deixar assecar el pellet a 552C fins que perdés les
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restes d’alcohols i es tornés transparent. Finalment, I'RNA és va resuspendre amb 30 pL

d’aigua lliure de RNases (Qiagen) incubant 10 min a 55 °C.

L’'RNA obtingut es va quantificar amb el NANODROP-1000. Tal com s’ha descrit abans
pel DNA, la mesura de concentracio es va realitzar a una absorbancia de 260 nm, i per a
determinar la qualitat també es van tenir en compte les ratios A260 nm/A280 nm i A260
nm/A230 nm. En cas d’obtenir valors de la ratio A260/A230 inferiors a 1.5, les mostres
d’RNA es van precipitar per tal d’eliminar les traces de solvents organics i millorar-ne la
qualitat. Per precipitar 'RNA, es van afegir 0.1 volums de sodi acetat 3M (AM9740,
Invitrogen-Thermo Fischer Scientific) i 3 volums d’etanol 100% fred a la mostra. Es van
barrejar amb un vortex i es van deixar 2 h a -20 2C. Seguidament, es van centrifugar a
12000 ga 4 2Cdurant 15 min. El pellet format es va rentar 5 vegades amb 500 L d’etanol
75% i centrifugant a 42C durant 10 min. Finalment, es van eliminar totes les restes
d’etanol i es van assecar les mostres a 55 2C fins que el pellet es va tornar transparent.

Es van resuspendre amb 30 pL d’aigua lliure de RNases incubant 10 min a 55 2C

La integritat de I'RNA es va avaluar amb el sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, CA, USA) i el Kit RNA 6000 Nano (5067-1511, Agilent Technologies).
Primer, es van centrifugar 550 uL de la matriu (RNA 6000 Nano Matrix) en una columna
amb filtre, proporcionada en el kit, a 1500 g durant 10 min a temperatura ambient.
Seguidament, es va temperar el colorant concentrat (RNA 6000 Nano Dye Concentrate)
durant 30 min. Passats els 30 min es va agitar amb un vortexi es va barrejar 1 uL d’aquest
colorant concentrat amb 65 plL de la matriu préviament preparada. Es va barrejar tot
amb un vortex i es va centrifugar durant 10 min a 13000 g. Un cop preparada la matriu

amb el colorant, ja es va poder procedir amb la preparacio del xip.

El xip es va col-locar a I'estacié de muntatge situant la base en posicié Ci el clip a la
posicié superior. Un cop situat el xip, es van posar 9 uL de matriu al pou marcat amb la
G (negre). Es va tancar I'estacié de muntatge i es va prémer suaument I'émbol fins a
subjectar-lo amb el clip. Es van esperar 30 seg i es va alliberar I'’émbol deixant que
retornés a la seva posicid inicial. Seguidament, es van afegir 9 uL més de matriu als altres
dos pous marcats amb G, i es van afegir 5 uL de RNA 6000 Nano Marker als 12 pous de

les mostres i al pou del marcador (Figura 16). Es va carregar 1 pL de mostra d’RNA
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ajustada entre 5i500 ng/uLi1 pL del marcador, desnaturalitzats préviament a la carrega
a 70 2C durant 2 min. Es va barrejar el xip amb un vortex horitzontal 1 min (IKA, Staufen,

Alemanya) i es va introduir al 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Per analitzar la integritat de les mostres aquestes seran passades a través dels
microcapilars del 2100 Bioanalyzer. Gracies als marcadors intercalants fluorescents es
podra fer un seguiment de la separacié electroforética dels fragments segons la seva
mida i es podran generar els electroferogrames, les imatges representatives d’un gel
amb el patré de bandejat, es podra calcular la concentracié, la ratio dels RNA ribosomics
285/18S i el nombre d’Integritat de I'RNA (RIN). EI RIN és el valor de més interés que ens
proporciona el 2100 Bioanalyzer. Aquest es calcula amb un algoritme que compreén les
integritats de 1300 mostres d’RNA de diferents teixits i de tres especies de mamifers
diferents (rata, ratoli i huma), per categoritzar les mostres analitzades entre els valors
de I'1 al 10. Quant més proper sigui el RIN a 10, més integre i de bona qualitat sera la
mostra d’RNA. Si pel contrari el RIN de la mostra és proper a 1, la mostra sera de mala
qualitat i mostrara una alta degradacid.®? Les mostres amb un RIN entre 7 i 10 van ser
considerades suficientment integres per poder ser utilitzades per I'analisi d’expressio

mitjancant qPCR.

Mostres de RNA Matriu

Marcador

Figura 16. Xip del Kit Bioanalyzer RNA 6000 Nano.

3.5.2.Retrotranscripcid de les mostres de RNA a DNA complementari (cDNA)

Les mostres d’RNA van ser retrotranscrites a cDNA utilitzant el kit QuantiTect Reverse
Transcription (205313, Qiagen). Per a totes les mostres, es van retrotranscriure 1 ug
d’RNA total. En una placa de 96 pous es va preparar una mescla de volum total de 12 plL

combinant 1 ug d’RNA total i H;O lliure de RNases. A aquesta mescla es va afegir 2 uL de
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tampo gDNA WipeOut 7x. Tot el conjunt va ser incubat a 42 2C durant 2 min en un
termociclador Veriti™ Thermal Cycler per eliminar les restes de DNA gendomic.
Seguidament, es van afegir 6 uL de mix de retrotranscripcié formada per 4 pL de
Quantiscript RT Buffer 5x , 1 uL de Quantiscript® Reverse Transcriptase i 1 uL de RT
Primer Mix. Tota la mescla es va incubar 15 min a 42 9C, per a la sintesi del cDNA, i 3 min
a 952 C per a la inactivacio de la retrotranscriptassa. Acabada la retrotranscripcio, la

mostra es va diluir amb 20 pL de H,0 lliure de RNases per obtenir cDNA a 25ng/uL.

3.5.3.qPCR

Per a la mesura d’expressié dels diferents gens d’interes, es va utilitzar la tecnologia
TagMan. Aquesta tecnologia es basa en I'Gs d’'una sonda complementaria a la regié a
amplificar, la qual conté una fluorofor en un extrem i un quencher a I'altre. Un cop
comenca a créixer I'amplicéd des dels encebadors i s’arriba a la regié on ha hibridat la
sonda TagMan, I'activitat exonucleasa de la polimerasa trencara la sonda separant el
fluorofor del quencher. Aquest podra ser detectat i a mesura que augmenten els cicles
de gPCR la quantitat de fluorofor alliberat augmentara. Aquest augment de
fluorescéncia sera seguit a cada cicle per realitzar la quantificacio relativa d’'mRNA inicial

a la mostra (Figura 17).
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1. Components necessaris per la reaccio.

Encebador
Forward
Encebador
OO iy
LLLLLLLL

DNA
;
s LT

2.Desnaturalitzacio del DNA i unio dels encebadors i sondes a les
seqliencies complementaries.

Encebador
Forward

5
3 JLLLLLLLLL ULl LLLLLLL L Ll

3. Polimeritzacio i generacio de la senyal

Encebador
Forward / ) )
5 SEdll /
Ittt \ POLLLLRLLittiitll
)
DNA
Polimerasa

Figura 17. Representacid esquematica del funcionament de les sondes TagMan per a la mesura
d’expressio. “F” indica el fluorofor de la sonda TagMan i “Q” representa el quencher. A I’hibridar
I’encebador forward la DNA polimerasa inicia la sintesi de la nova cadena i quan arriba a la zona
d’hibridacié de la sonda TagMan, per I'activitat exonucleasa, allibera el fluorofor que podra

emetre fluorescencia.

La reaccio de gPCR es va fer per triplicat per mostra i gen en un volum final de 10 pL
(Taula 22) en plaques de 384 pous en un QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Per a cada un dels gens d’interes es va fer servir una sonda
TagMan (Taula 23). Com a normalitzador es va utilitzar el gen PPIA. A la Taula 24 es

mostra perfil utilitzat per a la reaccié.
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la reaccié de qPCR.

Concentracio

Component Referéncia Volum(pL) Final
TagMan Fast Advanced Master 4444557, Applied 5 1X
Mix (2X) Biosystems
AM 2, Th Fish
H,0 Nuclease-Free 9932, . efr.“° Isher 3.5
Scientific
cDNA (25 ng/uL) 1 25 ng
Sonda Tagman (20X) Taula 21 0.5 1X
Volum Final 10

Taula 23. Sondes TagMan utilitzades per a la mesura d’expressié de cada un dels gens

d’intereés. Totes les sondes TagMan sén de Applied Biosystems.

Gen Proteina Codificant Codi de la sonda
RYR2 Receptor de rianodina tipus 2 Hs00181461 m1
ADRB1 Receptor B-adrenérgic tipus 1 Hs02330048_s1
ADRB2 Receptor B-adreneérgic tipus 2 Hs00240532_s1
ACTN2 a-actinina Hs00153809_m1
Transportador de Ca2+ del reticle
ATP2A2 sarcoplasmatic/endoplasmatic Hs00544877_m1
depenent de ATP
SLC8A1 Intercanviador sodi/calci 1 Hs01062258 m1
NANOG Nanog Hs02387400_gl
Sox2 Sox2 Hs04234836_s1
POUS5F1 Oct3/4 Hs00999632_g1
CACNALC Subunitat a del canal de calci tipus L Hs00167681 m1
depenent de voltatge -

PLN Fosfolamban Hs00160179_m1
CAMK2A Quinasa depenent de calmodulina Il Hs00947041_m1
FKBP1B FKBP12.6 Hs00997683_m1
TNNT2 Troponina T Hs00943911 m1l
PPIA Ciclofilina A Hs99999904 m1

Taula 24. Programa utilitzat per a la reaccié de gPCR.

Etapa Temperatura Temps Cicles
Incubacié amb UNG 50eC 2 min 1
Activacié de la polimerasa 95°C 2 min 1
Desnaturalitzacio 95°C 1 seg
40
Hibridacid i elongacio 60°C 20 seg
Final 4°C Infinit 1
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La mitjana d’expressid dels triplicats experimentals (Ct) de cada una de les mostres per
cada un dels gens, es va normalitzar per I'expressié mitjana dels triplicats experimentals
del gen normalitzador PPIA (ACt). Amb el calcul 22 es va obtenir el nivell d’expressid

de cada un dels gens.

Els nivells d’expressié (2"2“t) de ADRB1, ADRB2, ATP2A2, CANCA1C, CAMK2A, FKBP1B,
PLN, RYR2 i SLC8A1 van ser normalitzats pels nivells d’expressio dels gens TNNT2 i ACTN2
de forma independent. Finalment, es va fer la mitjana geometrica de les dues
normalitzacions per aixi reduir la variabilitat introduida per [I'eficiéencia de les

diferenciacions independents.

3.6. Preparacio del iPSC-CM per citometria de flux

Entre els dies 15-16 postinici de diferenciacid, els iPSC-CM van ser dissociats seguint el
protocol de replaqueig explicat anteriorment. Després del recompte, es van fer
aliqguotes de 500000 cél-lules per cada condicio experimental. Es van centrifugar a 1800
rpm durant 5 min i amb molt de compte es va retirar el sobrenedant. Seguidament, es
van fixar amb 500 uL de 1% paraformaldehid (158217, Sigma Aldrich-Merck) en DPBS
durant 10 min a temperatura ambient en rotacid. Un cop fixades, es van centrifugar a
1800 rpm durant 5 min a 4 2C. Es va eliminar el sobrenedant i es va fer un rentat amb
500 pL de DPBS centrifugant 5 min a 4 2C a 1800 rpm. Seguidament, es van resuspendre
les cél-lules amb la solucié de permeabilitzacid i bloqueig (Taula 25), i es van incubar 30
min en rotacio a temperatura ambient. Per a la incubacié amb I'anticos primari (Taula
26) es van preparar 200 pL d’anticos en solucié de bloqueig i permeabilitzacid i es va

incubar durant 45 min a temperatura ambient en rotacid.

Taula 25. Composicié de la solucié de permeabilitzacié i bloqueig.

Component Casa Comercial Concentracio
FBS Taula 12 20%
284-1L, Si ich-
Trité X-100 T9284-1L, Sigma Aldrich 0.1%
Merck
DPBS 1X

Taula 26. Anticossos utilitzats per a la citometria dels iPSC-CM.

Anticos Primari Casa Comercial Dilucio
a-actinina A7811, Sigma-Aldrich 1:100
Troponina T bs-10648R, Bioss 1:200
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Seguidament, es va fer un rentat amb 500 pL de solucié de permeabilitzacio i bloqueig.
Pel marcatge amb I'anticos secundari, es va incubar amb I’anticos secundari (Taula 27)
30 min a temperatura ambient en foscor i en rotacid. Finalment, es va centrifugar a 1800
rom durant 5 min, es va fer un rentat i es va resuspendre la mostra en un volum final de
200 uL de DPBS+20% FBS. Les mostres van ser analitzades amb el citometre BD Accuri

C6 Flow Cytometer (BD Biosciences, MA, USA).

Taula 27. Anticossos secundaris utilitats per citometria de flux dels iPSC-CM.

Anticos Primari Casa Comercial Dilucié
A11008, Thermo
Fischer Scientific
A21236, Thermo
Fischer Scientific

Anti-conill Alexa Fluor 488 1:1000

Anti-ratoli Alexa Fluor 647 1:1000

El citometre BD Accuri C6 Flow Cytometer esta equipat amb un laser de llum blava (488
nm), un laser de llum vermella (640 nm), dos detectors de dispersio de la llum i quatre
detectors de fluorescencia. Quan una particula o cél-lula travessa el feix de llum, es
mesura simultaniament la dispersié generada per la seva mida amb el detector frontal
Forward scatter (FSC) i la dispersio de la llum generada per la complexitat de la particula
amb el detector lateral Side Scatter (SSC). Amb aquestes mesures es genera un grafic de
dispersid on es representen ambdds parametres obtinguts per cada particula per tal de
definir la mida i la complexitat de la poblacié de cél-lules analitzades. Mitjancant aquest
grafic, es seleccionara la regié d’interés o gate a la poblacié de cel-lules a analitzar,
excloent debris i conglomerats. La fluorescéncia emesa per les cél-lules al passar pels
lasers excitadors sera captada pels diferents detectors donant un valor de fluorescencia

a cada una de les cel-lules.

Per determinar quin nombre de cel-lules eren positives pel marcatge, varem imposar el
llindar minim de fluorescéncia a partir de les dades obtingudes d’iPSC sense diferenciar.
Amb aquestes dades es va avaluar el percentatge de cél-lules no marcades, positives per
troponina T, positives per a-actinina i cel-lules amb marcatge d’ambdues proteines a les
mostres d’iPSC-CM amb el programa FCS Express 7 (De Novo Software, Pasadena, CA,
EUA).
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3.7. Caracteritzacié funcional del canal RYR2 en condicions basals i d’estrés B-
adrenergic
Els iPSC-CM es van disgregar a dia 30-32 postinici de diferenciacié i es van sembrar en
cambres de registre (BT-CS, Cell Microcontorls, Northfolk, VA, USA) amb un recobriment
de 0.1% gelatina. Els iPSC-CM es van mantenir durant 2-3 dies abans de fer els registres.
Previ a l'inici dels experiments els iPSC-CM es van carregar amb l'indicador de Ca®*
fluorescent fluo-4-acetoxymethyl ester o Fluo4-AM (F14201, Invitrogen-Thermo Fischer
Scientific) a 5 UM en presencia d’acid pluronic 0.02% (P2443-250G, Sigma Aldrich-
Merck) en solucid fisiologica NK (Taula 28) a pH 7.4 amb NaOH 1M (S8045-500G,Sigma
Aldrich-Merck) durant 30 min a temperatura ambient. L'excés de colorant es va eliminar
amb rentats de NK, i es van muntar les cambres de registre a I'adaptador pel microscopi

invertit Nikon Eclipse Ti (Nikon).

Taula 28. Composicid de la solucio fisiologica NK

Component Casa Comercial Concentracié (mM)
NacCl Taula 18 140
KCl Taula 18 3
HEPES H3375-500G, Sigma Aldrich-Merck 10
MgCl, M1028-100ML, Sigma Aldrich-Merck 1.2
CaCl, 2115-100ML, sigma Aldrich-Merck 1.8
Glucosa G7528-1KG, Sigma Aldrich-Merck 10

Els registres de Ca?* intracel-lular es van fer amb perfusié global continua de solucié NK
mantinguda entre 35-37 2C amb el sistema de control de temperatura TC? i, Biopolar
Temperature Controller (Cell Microcontrols). L’adquisicié de les imatges es va fer amb la
camera multiplicadora d’electrons CCD (Hamamatsu C900-13, Hamamatsu, Japan) amb
I’objectiu Plan Fluo 10X, per tal de poder fer una mesura a nivell poblacional (50-200
cél-lules per camp). La llum d’excitacid i els obturadors es troben integrats dins el
sistema d’il-luminacié Lambda DG4 (Sutter Instruments, Novato, CA). L’adquisicié de les
imatges i la seleccié de les regions d’interes (ROI) es va fer amb el programa MetaFluor
Imaging System (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). El processament dels registres de
fluorescéncia vs. temps obtinguts de cada una de les ROl es va fer amb el programa

pCLAMP (Molecular Devices).

102



Material i metodes

3.7.1.Corbes concentracié-resposta de cafeina en condiciona basals i d’estrés B-
adrenergic

Per als experiments de concentracio-resposta de cafeina dels iPSC-CM, les cel-lules es
van perfondre de forma global amb solucid NK entre 35-37 2C. Les diferents
concentracions de cafeina (en mM: 0.05,0.1,0.5, 1, 2,5i 10; C8960-250G, Sigma Aldrich-
Merck) es van aplicar de forma local utilitzant un la pipeta de perfusié de vuit canals
MPRES8 (Cell Microcontrols). Amb I'ajuda d’un sistema de perfusié per gravetat amb
valvules controlades digitalment cFlow (Cell Microcontrols) es van aplicar canvis de
solucions rapids de 1 seg de durada entre la solucid control i cada una de les
concentracions de cafeina. Pel cas dels experiments en condicions d’estrés B-adrenergic,
es van suplementar les vuit solucions dels vuit canals de |la pipeta local MPRES8 (solucid
control i les 7 de cafeina) amb 100 nM d’isoproterenol (ISO 100 nM, 16504-500MG,
Sigma Aldrich-Merck).

L’adquisicié de les imatges es va fer a una freqliiéncia de 5 Hz. De mitjana es van analitzar
entre 50-200 cel-lules per cada un dels registres. Les corbes concentracié-resposta es
van obtenir ajustant la funcié de Hill a les amplituds mitjanes dels transitoris de Ca?*
induits per cada una de les concentracions de cafeina normalitzats per I'amplitud del
transitori induit per cafeina 10 mM. La funcié de Hill comprén els parametres seglients:

E Emax [Caff]"
~ (EC50)" + [Caff]"

Els parametres que comprenen aquesta equacio son I'Emax que és el pendent maxim
de la corba. EC50 o Kg, representa la concentracié de cafeina necessaria per obtenir el

50% de la resposta total. n és el coeficient de Hill. [Caff] és la concentracid de cafeina.

3.7.2.Transitoris de Ca%* induits per un pols de 10 mM de cafeina en condicions basals
i d’estrés B-adreneérgic

Per a I'analisi de la cinética dels transitoris de Ca?*induits per polsos d’1 seg de cafeina

10 mM els iPSC-CM es van perfondre de manera global amb NK entre 35-37 °C.

L'aplicacio del pols de cafeina 10 mM es va fer tal com s’ha explicat per a les corbes de

concentracio-resposta de cafeina. En el cas dels experiments en condicions d’estres -

adreneérgic, es va suplementar la solucié control i la de cafeina 10 mM de la MPRE8 amb
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ISO 100 nM. Abans d’iniciar els registres en condicions d’estrés B-adrenérgic, es va
aplicar NK amb ISO 100 nM durant 2 min.

L’adquisicié de les imatges es va fer amb un objectiu Plan Fluo 10X a una freqliéncia de
32 Hz. Dels transitoris registrats es van analitzar I'amplitud del transitori, el temps
d’alliberacié entre el 10-90%, el temps de recaptacié en el 50-10% i 90-10%, i la durada
al 50% del transitori (Figura 18).

Durada al 50% del transitori.
Temps d’alliberacié 10-90%.
Temps de recaptacio 50-10%.
Temps de recaptacié 90-10%.
Amplitud del transitori.

RN~

Figura 18. Parametres mesurats per a cada un dels transitoris de Ca?'.

3.7.3.Transitoris de Ca%*induits per estimulacié eléctrica de camp en condicions basals
i d’estres B-adrenergic

Pels registres de transitoris de Ca®*induits per estimulacid eléctrica de camp es van
perfondre els iPSC-CM amb NK entre 35-37 C. Per induir els transitoris de Ca®* es va
utilitzar el MyoPacer Field Stimulator (IONOPTIX, Westwood, MA, EUA), el qual permet
estimular les cel-lules amb ones quadrades a la freqiiéncia, duracié i amplitud desitjades.
En els experiments es van enregistrar les imatges a una freqiéncia de 32 Hz durant els
ultims 20 s de I'estimulacio eléctrica de 40 s amb un pols quadrat de 25V, 5ms a 0.5
Hz. Pels registres en condicions d’estres B-adrenérgic, es va aplicar NK suplementat amb
ISO 100 nM amb la pipeta local MPRES8 (Cell Microcontrols) 2 min abans de comencar el
registre.

Dels transitoris registrats es va mesurar I'amplitud del transitori, el temps d’alliberacié

entre 10-90%, el temps de recaptacid entre 50-10% i 90-10%, i la durada al 50% del
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transitori (Figura 18). Per a cada una de les cél-lules es va fer la mitjana dels parametres

analitzats dels 3 primers transitoris del registre.

4. Seqiienciacid del genoma dels individus

La seqlienciacié i I'analisi bioinformatic del genoma dels cinc individus portadors de Ia
mutacid RYR2_c.G1069A es va fer al Centre Nacional d’Analisis Gendomica (CNAG-CRG).
A continuacié s’expliquen breument els metodes utilitzats.

Les llibreries de short-insert paired-end es van preparar amb un protocol sense PCR
utilitzant el Kit KAPA Library Preparation (KK8200, Roche) seguint les indicacions del
fabricant. Breument, 2 ug de DNA genomic van ser fragmentats amb |'ultrasonicador
Covaris E210 (Covaris, Woburn, MA, EUA) per a I'obtencié de fragments
d’aproximadament 500 bp. Els fragments de DNA es van seleccionar per mida i es van
purificar amb AMPure XP beads (A63881, Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). Es van
reparar els extrems, es van adenilar i es van lligar els adaptadors paired-end especifics
d’lllumina (Integrated DNA Technologies). Les llibreries obtingudes es van quantificar

amb Library Quantification Kit (KK4824, Roche) abans de la seva seqiienciacio.

La seqlienciacié es va fer en un HiSeq4000 (lllumina, San Diego, CA, EUA) amb el métode
paired-end amb lectures de llargada de 2X151+8+8bp amb el HiSeq4000 PE Cluster Kit
(PE-410-1001, Illumina) seguint les indicacions del fabricant. L’analisi d’imatges, el base
calling i I'analisi de qualitat de la seqlienciacié es va fer amb el software Real Time
Analysis (RTA 2.7.7), i seguidament es van generar els arxius FASTQ pel seu posterior
analisi bioinformatic.

Els fragments llegits van ser mapejats al genoma huma de referéncia hgl9 (hs37d5)
utilitzant I'algoritme Burrows-Wheeler Alignment- Maximal Exact Match (BWA-
MEM).183 Els fitxers de I'alineament que contenien només els fragments llegits de
mapatge Unic i sense duplicats es varen processar utilitzant picard tools version 1.110.18
Amb la versié 3.6 de Genome Analysis Tool Kit (GATK)# es va fer un realineament local
i la calibracid de la qualitat de cada una de les bases llegides. Els arxius amb els

alineaments processats es van carregar al GATK HaplotypeCaller per a la identificacié de

variants d’un sol nucleotid (SNV), insercions i delecions (INDELS). L’anotacié funcional

105



Material i metodes

de les diferents variants es va afegir utilitzant el SNP Effect (snpEff)'8 amb la base de

dades GRCh37 (hs37d5).

Utilitzant el programari SNP Sorting Intolerant From tolerant (snpSift) es van anotar les
variants a partir de les dades de Human dbSNP versié 137 i del Exome Variant Sever, aixi
com amb la informacié sobre freqliencies poblacionals de 1000 Genomes. Les
prediccions sobre conservacié i patogenicitat de les variants es van obtenir a partir de
les dades del database for nonsynonymous SNP’s functional predictions (dbNSFP),

utilitzant també el programari snpSift.18’

Un cop obtinguda la classificacio de I'efecte tant dels SNV com dels INDELS, vam
focalitzar la seglient part de I'analisi en 140 gens associats a diferents malalties
arritmogeniques: ABCC9, ACTC1, ACTN2, AKAPY9, ANK2, ANKRD1, ATP2A2, BAG3,
CACNA1C, CACNA2D1, CACNA1G, CACNA1H, CACNA1l, CACNB2, CALM1, CALM2,
CALM3, CALR3, CASQ2, CAV3, CRYAB, CSRP3, CTNNA3, GJA1, CTF1, DES, DMD, DMPK,
DPP6, DSC2, DSG2, DSP, DTNA, ECE1, EMD, EN1, EYA4, FHL2, FGF12, FKTN, FLNA, FLNC,
GAA, GJA5, GLA, GPD1L, HAX1, HCN1, HCN2, HCN4, HEY2, HRC, HSPB6, JPH2, JUP,
KCNA5, KCND2, KCND3, KCNE1, KCNE2, KCNE3, KCNE4, KCNE5, KCNH2, KCNJ2, KCNJS5,
KCNJ8, KCNQ1, LAMA4, LAMP2, LDB3, LMNA, LRRC10, MYBPC3, MYH6, MYH7, MYL2,
MYL3, MYLK2, MYOZ2, MYPN, NEBL, NEXN, NOS1AP, NOTCH1, NPPA, NUP155, PDLIM3,
PHOX2A, PHOX2B, PITX2, PKP2, PLN, PPP1R1A, PPP1R3A, PRKACA, PRKAG2, RANGRF,
RAPGEF3, RBM20, RYR2, SCN1B, SCN2B, SCN3B, SCN4B, SCN1A, SCN2A, SCN3A,SCN4A,
SCN5A, SCN8A, SCN9A, SCN10A, SCN11A, SDHA, SEMA3A, SGCD, SLC22A5, SLC6A4,
SLC8A1, SLMAP, SLN, SNTA1, TAZ, TCAP, TECRL, TGFB3, TLX3, TMEMA43, TMPO, TNNC1,
TNNI3, TNNT2, TP63, TPM1, TRDN, TRIM63, TRPMA4, TTN, TTR, VCL, XIRP1, XIRP2.

Per a la classificacié de les variants genétiques identificades en els 140 gens d’intereés,
es van seguir els criteris de les guies de Association for Molecular Genetics and
Genomics/Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP).188-192 Aquests permeten
determinar la implicacié de les variants en la malaltia. Els criteris utilitzats per a la
classificacio de les variants sén: (1) Criteris sobre dades poblacional, (2) Criteris sobre
dades computacionals i predictives, (3) Criteris funcionals, (4) Criteris de segregacio, (5)

Criteris de novo, (6) Criteris sobre dades al-léliques i (7) altres dades. A la Taula 29 es
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mostra I'organitzacio dels criteris per a la classificacio de les variants en benignes o
patogéenics. Cadascun dels criteris patogénics esta ponderat com a very strong, strong,
moderate i supporting indicant-ne la forga. En canvi, els criteris benignes, estan
ponderats com a stand alone (indicant que es poden utilitzar de manera autonoma),
strong o supporting. Alhora, cada criteri té un codi assignat que indica la classificacid
(patogenica o benigna) i el nivell de forca. Els criteris sén seleccionats segons les
evidencies disponibles sobre la variant que s’esta classificant. Aquests es combinen
seguint unes normes de puntuacié en un sistema de 5 nivells per tal d’obtenir la
classificacio de la vairant en les seglients categories: Patogeniques (P), Possiblement
patogéniques (PP), Possiblement Benignes (PB) o Benignes (B). Tot i aixi, aquelles
variants que compleixen criteris contradictoris per condicions benignes i patogéniques,
no poden ser classificades en cap de les quatre categories anteriors i es classificaran com
a variants de significat incert (VSI). La descripciéd de cada un dels criteris i les seves

combinacions per a la classificacié de les variants es troba a I’Annex 1.

Taula 29. Organitzacié dels criteris de les guies ACMG/AMP per a la classificacié de variants

genéetiques. “Sp” Supporting, “Md” Moderate, “St” Strong, “VS” Very Strong.

Criteris Benignes Criteris Patogeénics
. . Very
M
Strong Supporting | Supporting oderate  Strong Strong
. BA1l, PM2_Sp,
Dades Poblacionals BS1 PS4 Sp PS4_Md PS4_St
PP3,
Dades PM4_Sp, PM4, PM5_St,
R . BP4, BP1, PMS5,
Computacionals i PMS5_Sp, PS1, PVS1_VS
- BP7, BP3 PS1_Md,
predictives PS1_Sp, PVSI Md PVS1_St
PVS1_Sp -
Dades Funcionals BS3 PP2 PM1 PS3
Dades de Segregaci6  BS4 PS4 _Sp PS4_Md PS4_St
De Novo PS2_Sp PS2._Md  PS2_St  PS2_VS
Dades al-leliques BP2 PM3_Sp PM3 PM3_St PM3_VS
Altres Dades BP5 PP4

5. Analisi estadistica

L’analisi estadistica de les dades de citometria i qPCR es va fer amb el Kruskal-Wallis
ANOVA, donat que el nombre de mostres era baix, amb el test post-hoc de Dunn.

Pels experiments de western blot i els experiments de transitoris de Ca?* induits per

estimulacio electrica de camp i per cafeina 10 mM, primer es va analitzar la normalitat
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de les dades amb el test de Shapiro-Wilk. Si les dades tenien distribucié normal (test de
Shapiro-Wilk p-valors>0.05) es va realitzar una One-way ANOVA amb el test post-hoc de
Bonferroni. Pero si les dades no es distribuien de forma normal (test de Shapiro-Wilk p-
valors<0.05), es va realitzar la Kruskal-Wallis ANOVA amb el test post-hoc de Dunn. Tots
aquests analisis es van realitzar amb el programa Origin Pro 2022b (OriginlLab,

Northampton, MA, EUA).

Per la comparacié dels valors en condicions basals i ISO 100 nM, dels registres de
transitoris de Ca%* induits per estimulacié electrica i per cafeina 10 mM, primer es va fer
un test per determinar la similitud de variancies entre les dues mostres seguit del test-

T per comparar les mitjanes entre les dues condicions per cada una de les linies.

L’analisi estadistica de les corbes concentracid-resposta de cafeina es va fer comparant
I'ajust dels parametres de la corba de Hill entre parelles de condicions amb el programa

Origin Pro 2022b.
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1. Caracteritzacio de les linies iPSC generades

Resultats

Per tal de caracteritzar les linies iPSC, es va seleccionar un clon de cada una de les cinc

linies iPSC generades dels individus portadors de la mutaciéo RYR2_p.G357S i un clon de

la linia iPSC de l'individu control sa GPG1, que ja havia estat préviament generada al

laboratori. Tots els tests descrits a I'apartat 2.2 de material i métodes es van dur a terme

per assegurar que les linies iPSC generades es trobaven en un estat pluripotent endogen

i tenien la capacitat de diferenciar-se. Els resultats de la caracteritzacid es troben

resumits a la Taula 30.

Taula 30. Taula resum de la caracteritzacio de les linies iPSC.

GPG1 CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 CPVT-55
Mir:zsp:l:sema Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu
Preséncia de
vectors de Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu
reprogramacio
Fosfa'Fasa Positiu Positiu Positiu Positiu Positiu Positiu
alcalina
Cariotip 46, XY 46, XY 46, XX 46, XY 46, XY 46, XX
Positiu per: | Positiu per: POSITIU Positiu per: | Positiu per: | Positiu per:
OCT- OCT- PER: OCT- OCT- OCT- OCT-
4, SSEA-3, 4, SSEA-3, 4, SSEA-3, 4, SSEA-3, 4, SSEA-3, 4, SSEA-3,
Test de SSEA- SSEA- SSEA- SSEA- SSEA- SSEA-
pluripoténcia 4, NANOG, | 4, NANOG, | 4, NANOG, | 4, NANOG, | 4, NANOG, | 4, NANOG,
SOX-2, SOX-2, SOX-2, SOX-2, SOX-2, SOX-2,
TRA-1-60, TRA-1-60, TRA-1-60, TRA-1-60, TRA-1-60, TRA-1-60,
TRA-1-81 TRA-1-81 TRA-1-81 TRA-1-81 TRA-1-81 TRA-1-81
Ectoderm Ectoderm Ectoderm Ectoderm Ectoderm Ectoderm
positiu: positiu: positiu: positiu: positiu: positiu:
Tujl, Tujl, Tujl, Tujl, Tujl, Tujl,
GFAP GFAP GFAP GFAP GFAP GFAP
Endoderm Endoderm Endoderm Endoderm Endoderm Endoderm
Diferenciacio in positiu: positiu: positiu: positiu: positiu: positiu:
vitro AFP, AFP, AFP, AFP, AFP, AFP,
FOXA2 FOXA2 FOXA2 FOXA2 FOXA2 FOXA2
Mesoderm | Mesoderm | Mesoderm | Mesoderm | Mesoderm | Mesoderm
positiu: positiu: positiu: positiu: positiu: positiu:
ASMA, ASMA, ASMA, ASMA, ASMA, ASMA,
ASA ASA ASA ASA ASA ASA

Els resultats de la caracteritzacié (Taula 30) van mostrar I'abséncia de micoplasma i de

vectors de reprogramacio. Al cariotip de totes les linies no es va observar cap anomalia

estructural. També, totes les linies van mostrar tincié de fosfatasa alcalina, enzim molt

sobreexpressat a les iPSC. A la Figura 19 es mostren un cariotip (Figura 19A) i una tincid
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de fosfatasa alcalina (Figura 19B) representatives. El cariotip i les tincions de fosfatasa

alcalina de la resta de linies iPSC es troben a I’'annex 1 (Fig.S1-S5).

e ‘}‘ e 12 ‘ '

®

Figura 19. Cariotip (A) i tincié de la fosfatasa alcalina (B) de la linia iPSC de I'individu CPVT-51.

Tots els clons seleccionats de les linies iPSC de tots els individus van mostrar marcatge
positiu pels factors de transcripcié de pluripoténcia NANOG, TRA-1-81, OCT-4, SSEA-3,
SOX2, SSEA-4 i TRA-1-60 per immunofluorescéncia. A la Figura 20 es mostra com a
exemple el marcatge positiu per immunofluorescencia dels set factors de transcripcié
associats a pluripoténcia per a una de les linies. Les immunofluorescéncies de les altres

linies iPSC es troben a I'annex 1 (Fig. S6-S10).

Figura 20. Immunofluorescéncia de marcadors de pluripoténcia de la linia iPSC de I'individu
CPVT-51. Mostren marcatge positiu pels marcadors NANOG i TRA-1-81 (part superior), OCT4 i
SSEA-3 (part mitja), SOX2, SSEA-4 i TRA-1-60 (part inferior). La barra de calibracié equival a 50

pum.
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A més de demostrar I'expressié dels factors de transcripcio de pluripoténcia, es va testar
in vitro la capacitat de les linies iPSC de diferenciar-se a diferents tipus cel-lulars de les
tres capes germinals. Es va fer el marcatge immunohistoquimic contra marcadors
endodérmics (AFP i FOXA2), mesodermics (ASMA i ASA) i ectodérmics (Tujl i GFAP). Es
va observar marcatge positiu per a tots els marcadors de les tres capes germinals a totes
les linies iPSC. A la Figura 21 es mostren les immunohistoquimiques d’una de les linies
iPSC. A I'annex 1 (Fig. S11-S15) es troben les immunohistoquimiques de les altres linies

iPSC.

Figura 21. Immunohistoquimica de la diferenciacié In vitro a les tres capes germinals de la linia
iPSC de l'individu CPVT-51. La diferenciacid in vitro mostra la capacitat de la linia iPSC de
I'individu CPVT-51 de diferenciar-se a tipus cel-lulars d’endoderm (part superior), a mesoderm

(part mitja) i a ectoderm (part inferior). La barra de calibracié equival a 50 um.

1.1. Determinacio de la preséncia de la mutacié RYR2_c.G1069A a les linies iPSC

Per determinar si la mutacid RYR2 c.G1069A s’havia mantingut durant el procés de
reprogramacio dels fibroblasts a iPSC, vam extreure DNA genomic de les diferents linies
iPSC. Mitjancant PCR i seqlienciacio per Sanger es va analitzar la preséncia de la mutacié
a les cinc linies iPSC dels individus portadors de la mutacid, i es va avaluar I'abséncia de

la mutacio a la linia de I'individu control sa (Figura 22).
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Figura 22. Seqiienciacio de I’ex6 13 de RYR2 a les mostres de sang (esquerra) i les sis linies iPSC
(dreta) dels individus portadors de la mutacié RYR2_c.G1069A i de I'individu control sa. Es pot
observar I'abséncia de mutacid en la regié analitzada tant en sang com a les iPSC de I'individu
control sa GPG1 (fila superior). Es va observar la preséncia de la mutacio en heterozigosi (R) a
les mostres de sang i iPSC dels individus CPVT-51 (segona fila), CPVT-52 (tercera fila) i CPVT-55
(sisena fila). A les mostres de sang i a les linies iPSC dels individus CPVT-53 (quarta fila) i CPVT-

54 (cinquena fila) es va poder observar la preséncia de la mutacié en homozigosi.

Es va poder determinar que durant el procés de reprogramacido la mutacid
RYR2 c.G1069A s’havia mantingut en heterozigosi a les linies iPSC dels individus CPVT-
51, CPVT-52 i CPVT-55, i en homozigosi a les linies dels individus CPVT-53 i CPVT-54. A la
linia iPSC de lindividu control no es va observar la presencia de la mutacié

RYR2_c.G1069A.

2. Caracteritzaciéo dels iPSC-CM mitjangant marcadors de pluripoténcia i
cardiacs
2.1. El protocol de diferenciacié reprimeix I’expressié de factors de transcripcié de

pluripoténcia i indueix I'expressié dels gens codificants per proteines
citoesquelétiques cardiaques
Per avaluar si el protocol de diferenciacié induia la diferenciacié de les iPSC a iPSC-CM
vam voler determinar si es donava la repressié de |'expressio dels gens codificants pels
factors de transcripcié de pluripotencia NANOG (gen NANOG), SOX2 (gen SOX2) i OCT4

(gen POUS5F1) per qPCR. Els resultats van mostrar com als iPSC-CM s’havia produit el
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silenciament de I'expressié dels factors de transcripcio de pluripoténcia comparat amb
les seves respectives iPSC. A la Figura 23 es mostren els nivells d’expressié dels gens
SOX2, NANOG i POUS5F1 dels iPSC-CM de l'individu CPVT-51. Els nivells d’expressié

relatius de les altres linies es troben a I'annex 1 (Fig.516-520).

I CPVT-51iPSC I CPVT-51 R31 iPSC-CM
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Figura 23. Els iPSC-CM de I'individu CPVT-51 mostren una repressié de I’expressio dels gens

SOX2, NANOG i POU5F1 respecte a les iPSC. Es mostren els valors d’expressié relatius de cada

una de les diferenciacions independents normalitzats pels nivells d’expressié de les iPSC.

Seguidament, vam analitzar si el protocol de diferenciacid induia I'augment dels nivells
d’expressié dels gens codificants per les proteines citoesquelétiques cardiaques
troponina T (gen TNNT2) i a-actinina (gen ACTNZ2). Els resultats van mostrar la
sobreexpressié de TNNT2 i ACTN2 en totes les mostres d’iPSC-CM comparat amb les
seves respectives iPSC. A la Figura 24 es mostren els nivells d’expressié dels gens TNNT2
i ACTNZ2 dels iPSC-CM de la linia CPVT-51. Els nivells d’expressid relatius de les altres

linies es troben a I'annex 1 (Fig.521-25).

115



Resultats

I CcPVT-51 iPSC I CPVT-51 R31 iPSC-CM
I cPvT-51 R33 iPsc-cM I CPVT-51 R35 iPSC-CM
2000 - 3000 -
1500 2500
2000
g 1000 4 ‘g 1500 4
1] = 1000 4
3 5004 ] 3 1 .
N =)
3 2
E Q
o 14 s 14
> >
[F5} e
0- 04

TNNT2 ACTNZ2

Figura 24. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-51 mostren la sobreexpressié dels gens TNNT2 i
ACTN2 respecte a les iPSC. Es mostren els valors absoluts d’expressié per cada una de les

diferenciacions independents normalitzats respecte als nivells d’expressio de les iPSC.

2.2. Els iPSC-CM presenten marcatge organitzat de troponina T i a-actinina per
immunofluorescéncia
Determinat I'augment d’expressidé dels gens TNNT2 i ACNT2 en els iPSC-CM, es va voler
avaluar si es podia observar la preséncia de marcatge organitzat representatiu de
proteines citoesquelétiques com la troponina T i a-actinina en els iPSC-CM. Les
immunofluorescencies dels iPSC-CM tant dels individus portadors de la mutacié
RYR2_p.G357S com de l'individu control sa, van mostrar tincié positiva amb un patré
organitzat tipic de proteines citoesquelétiques per ambdues proteines. A la Figura 25 es
poden observar les imatges representatives de les tincions per immunofluorescéncia per
troponina Ti a-actinina dels iPSC-CM de I'individu CPVT-52. A I'annex 1 (Figura S26-S30)

es troben les immunofluorescencies dels iPSC-CM dels altres individus.
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Troponina T a-actinina

Figura 25. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-52 mostren marcatge organitzat de a-actinina i
troponina T. Es mostra el patré de bandejat caracteristic de les proteines citoesqueléetiques a-

actinina i troponina T (verd) i la tincid dels nuclis amb DAPI (blau).

2.3. Eficiencia de diferenciacié a iPSC-CM

Mitjancant citometria de flux es va voler determinar I'eficiéncia de diferenciacié a iPSC-
CM de les linies cel-lulars iPSC. Per aquest assaig es van seleccionar les linies iPSC de
I'individu control sa, de l'individu heterozigot per la mutacié CPVT-52 i de l'individu
homozigot per la mutacié CPVT-53. Per a cada una de les linies, es va analitzar la puresa
d’iPSC-CM, de 2-3 diferenciacions independents a dia 15-16 postinici de diferenciacio,
utilitzant com a marcadors troponina T i a-actinina. A la Figura 26 es mostra un exemple
representatiu dels resultats de la citometria de tres diferenciacions independents de
I'individu control sa GPG1. La resta de resultats de citometria es troben a I'annex 1 a les

Figures S31-33.
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Figura 26. Les diferenciacions a iPSC-CM de la linia iPSC de I'individu control sa GPG1 estan
formades per quatre subpoblacions de cél-lules. “488” indica que s’ha marcat I'anticos primari
amb anticos secundari Alexa Fluor 488 per a la seva deteccié i “647” indica que s’ha marcat
I'anticos primari amb anticos secundari Alexa Fluor 647 per a la seva deteccié. Es mostra la
composicio de la poblacié analitzada segons mida (FSC-H) i complexitat citoplasmatica (SSC-H)
(esquerra), la mesura de la fluorescencia de la poblaciéd control Unicament amb anticos
secundari (centre) i el marcatge de cél-lules per troponina T i a-actinina (dreta). Els quadrants
dels grafics de fluorescencia (dreta) representen no marcatge (quadrant inferior esquerra),
marcatge Unic per a-actinina (quadrant inferior dret), marcatge només per troponina T

(quadrant superior esquerra) i doble marcatge (quadrant superior dret).

Aproximadament, un 50% de les cel-lules analitzades per a cada una de les linies iPSC
dels tres individus no van presentar cap tipus de marcatge (GPG1=53.78+9%, CPVT-
52=52.92+1.57% i CPVT-53=53.1445.48%). La resta de cél-lules mostraven marcatge
cardiac en diferents proporcions, com cél-lules que Unicament expressaven troponina T
(GPG1=5.443.03%, CPVT-52=2.24+0.65% i CPVT-53=18.49+3.21%), cel-lules que només
expressaven  a-actinina  (GPG1=9.08+6.10%, CPVT-52=7.9941.49% i CPVT-
53=2.24+0.50%) i cél-lules que expressaven tant troponina T com a-actinina

(GPG1=31.46+7.50%, CPVT-52=36.35.81+2.59% i CPVT-53=25.91+4.52%). L’analisis no
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va mostrar diferéncies en la contribucié de les quatre poblacions detectades en les

diferenciacions independents de les linies iPSC a iPSC-CM dels tres individus (Figura 27).
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Figura 27. L’eficiéncia de diferenciacio és igual per les linies iPSC dels tres individus. Es mostra
la mitjanazES dels percentatges de cada una de les poblacions de cél-lules per a cada una de les
diferenciacions independents (GPG1 n=3, CPVT-52 n=2, CPVT-53 n=3). *p-valor< 0.05, Kruskal-
Wallis ANOVA.

Es va considerar que les cél-lules no marcades corresponien a iPSC que no s’havien
diferenciat a iPSC-CM. Les cel-lules que van mostrar Unicament expressié de troponina
T o a-actinina correspondrien a iPSC no diferenciades completament o correctament a
iPSC-CM. Finalment, les cel-lules positives tant per troponina T com per a-actinina es
van considerar com les iPSC correctament diferenciades a iPSC-CM. Els nivells d’iPSC-CM
diferenciats no diferia entre linies, mostrant homogeneitat en la diferenciacié a iPSC-
CM. Per tant, vam poder afirmar que la diferenciacié mitjana de les nostres linies iPSC a

iPSC-CM era d’almenys un 30.60+3.30%.
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2.4. Els nivells de troponina T i a-actinina no difereixen entre els iPSC-CM dels
individus portadors de la mutaci6 RYR2_p.G357S i els iPSC-CM de l'individu
control sa

Els experiments de citometria de flux van mostrar la presencia de 4 subpoblacions de
cel-lules dins de cada una de les diferenciacions independents. Tot i que la composicid
de subpoblacions no diferia entre individus, vam voler determinar si aquestes afectaven
als nivells totals de troponina Ti a-actinina. Per aquest motiu, vam realitzar experiments
de western blot amb 8-10 diferenciacions independents d’iPSC a iPSC-CM pels individus
portadors de la mutacié RYR2_p.G357S i per I'individu control sa.

Els experiments de western blot van mostrar que no hi havia diferéncies en els nivells

de troponina T entre els iPSC-CM de l'individu control sa i els portadors de la mutacio

RYR2_p.G357S, ni entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié en

homozigosi i heterozigosi (Figura 28).
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Figura 28. Els iPSC-CM de lindividu control sa i dels individus portadors de la mutacié
RYR2_p.G357S presenten nivells semblants de troponina T. A la part superior es mostra la
proteina total de les mostres (esquerra) i la deteccid per western blot de troponina T (dreta). A
la part inferior es mostra la sobreposicié d’un dot plot que mostra el nivell de troponina T de
cada una de les mostres, i un grafic de caixes que mostra la distribucié dels nivells de troponina
T de les diferenciacions independents a iPSC-CM dels diferents individus (GPG1 n=10, CPVT-51
n=10, CPVT-52 n=10, CPVT-53 n=10, CPVT-54 n=8 i CPVT-55 n=8). Significanc¢a analitzada amb
Kruskal-Wallis ANOVA.

En el cas dels nivells de a-actinina, no es van observar diferéncies entre els iPSC-CM de
I'individu control sa i els portadors de la mutacid RYR2_p.G357S, perd si que es va
observar com els iPSC-CM de l'individu heterozigot CPVT-52 mostraven una major

quantitat de a-actinina respecte als iPSC-CM de I'individu CPVT-51 (Figura 29).
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Figura 29. Els iPSC-CM de I'individu CPVT-52 presenta nivells superiors de a-actinina respecte
'individu CPVT-51. A la part superior es mostra la proteina total de les mostres (esquerra) i la
deteccio per western blot de a-actinina (dreta). A la part inferior es mostra la sobreposicié d’un
dot plot que mostra el nivell de a-actinina de cada una de les mostres i un grafic de caixes que
mostra la distribucid dels nivells de a-actinina de les diferenciacions independents a iPSC-CM
dels diferents individus (GPG1 n=10, CPVT-51 n=10, CPVT-52 n=10, CPVT-53 n=10, CPVT-54 n=8
i CPVT-55 n=8). *p-valor< 0.05, Kruskal-Wallis ANOVA.

2.5. Els nivells de troponina T i a-actinina poden ser utilitzats com a normalitzadors de
I’eficiencia de diferenciacié de les iPSC a iPSC-CM

Els experiments anteriors van mostrar com la preséncia de diferents subpoblacions dins

de cada una de les diferenciacions no afectava als nivells de troponina T, pero si que

podria introduir diferéncies en els nivells de a-actinina. La dispersié observada en els

nivells d’expressido d’ambdues proteines mostrava la necessitat de determinar si els
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nivells de troponina T i a-actinina podien ser usats com a normalitzadors per determinar

la quantitat de cél-lules iPSC diferenciades a iPSC-CM dins les nostres diferenciacions.

Per aquest propodsit vam utilitzar els nivells de troponina T i a-actinina dels experiments
de western blot de les mostres d’iPSC-CM de tots els individus per fer una correlacié
entre els nivells d’ambdues proteines (Figura 30). La correlacid va mostrar que el
coeficient de determinacid (R?) era de 0.6071, el qual ens va indicar que el nivell de
correlacié era alt entre les dues proteines. Aquest fet ens va indicar que els nivells de
troponina T i de a-actinina podien ser utilitzats com a normalitzadors de I'eficiéncia de

diferenciacié a iPSC-CM pels analisis moleculars de nivells d’expressid per RNA i

proteina.
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Figura 30. Els nivells de troponina T i de a-actinina presenten una alta correlacié. Es mostra la
dispersid dels valor d’expressié a nivell de proteina de troponina T i a-actinina per a cada una
de les diferenciacions independents (rombes blaus), la recta de regressio (linia negra) i el seu

coeficient de determinacié (R?).

3. El tractament amb T3+Dex indueix un augment de l'inotropisme en
resposta a I’estimulacié B-adrenérgica

El protocol de diferenciacio utilitzat al laboratori fins al moment de I'inici d’aquesta tesi
no comprenia cap fase d’induccido de maduracié dels iPSC-CM. Tal com s’ha explicat
anteriorment a I'apartat 5.3 de la introduccid, les evidéncies presents en la literatura

mostren que els iPSC-CM sdn a nivell fenotipic immadurs. L’efecte de la immaduresa en
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les propietats electrofisiologiques dels iPSC-CM dificulta el seu Us pel modelatge de
malalties arritmogeniques. En el cas de la CPVT, les arritmies malignes es desencadenen
en situacions d’estres emocional o fisic degut a 'activacié de la via B-adrenergica. La
resposta als estimuls B-adrenergics es troba estretament lligada a la maduresa dels
cardiomiocits. Els cardiomiocits immadurs no presenten una resposta completa a
aquests estimuls sind que, en presencia d’agonistes B-adrenérgics, només veuen
modificats el lusitropisme i cronotropisme sense efecte sobre I'inotropisme. En canvi,

en estats més madurs |'estimulacié B-adrenérgica també modifica I'inotropisme.?’~%°

Per determinar si el tractament amb T3+Dex induia la maduracié dels iPSC-CM, vam
realitzar corbes concentracid-resposta de cafeina amb iPSC-CM de l'individu control sa
per determinar si podiem detectar un augment de l'inotropisme en estimulacié -
adrenérgica. Per aquest proposit, vam utilitzar iPSC-CM de l'individu control sa no
tractats i tractats amb T3+Dex per mesurar la quantitat relativa de Ca?* alliberada a cada
una de les concentracions de cafeina aplicades. Els experiments es van realitzar en

condicions basals i en preséncia de I'agonista B-adrenérgic ISO 100 nM.

La comparacié dels ajustaments de Hill de les corbes concentracié-resposta en els iPSC-
CM no tractats en condicions basals i en preséncia d’ISO 100 nM van mostrar que
I’estimulacié B-adrenérgica induia un augment de la resposta dels RYR2 a dosis
submaximes de cafeina (inferiors a 10 mM) en preséncia d’ISO 100 nM. Aquest augment
va resultar estadisticament significatiu. Indicant que en preséncia d’ISO 100 nM es
produia un augment de I'alliberacié de Ca?*, i per tant un augment en I'inotropisme, en
concentracions de cafeina submaximes respecte a les condicions basals (Figura 31 i Taula

31).
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Figura 31. Els iPSC-CM de l'individu control sa no tractats mostren un lleuger augment de la
sensibilitat a cafeina en preséncia d’ISO 100 nM. A la part superior es mostra el trag
representatiu de la resposta dels iPSC-CM no tractats en ambdues condicions a les diferents
dosis de cafeina. Els espais en blanc representen parades d’1 min en I'adquisicié d’imatges. A la
part inferior es mostra la mitjanazES de la resposta del iPSC-CM a cada una de les dosis de
cafeina i I'ajust a la funcid de Hill (linia continua) a aquests parametres en condicions basals i en

estres B-adreneérgic.

En els iPSC-CM tractats amb T3+Dex es va observar que en preséncia de ISO 100 nM la
quantitat de Ca?* alliberada en concentracions submaximes de cafeina era molt major
comparada amb I'observada en els iPSC-CM no tractats (Figura 32 i Taula 31). Aquest fet
indicava que els RYR2 presentaven una major sensibilitat a les concentracions de cafeina

submaximes donat per un augment de carrega del reticle sarcoplasmatic.
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Figura 32. El tractament de T3+Dex indueix un augment de lI'inotropisme als iPSC-CM en

resposta a I’estimulacié B-adreneérgica. A la part superior es mostra el tra¢ representatiu de la
resposta dels iPSC-CM tractats amb T3+Dex en ambdues condicions a les diferents dosis de
cafeina. Els espais en blanc mostren aturades de 1 min en I'adquisicié. A la part inferior es mostra
la mitjanazES de la resposta del iPSC-CM a cada una de les dosis de cafeina i I'ajust a la funcié

de Hill (linia continua) a aquests parametres en condicions basals i en estrés B-adrenérgic.

Taula 31. La comparacid dels ajustaments de les corbes de Hill entre condicions basal i ISO 100
nM mostra diferéncies significatives majors en els iPSC-CM tractats amb T3+Dex. Es mostra el
p-valor de la comparacio dels ajustaments de la corba de Hill i la concentracié de cafeina en la

qual s’obté un 50% de la resposta maxima (K4 o també EC50).

Condicio n Ka (mM) p-valor
GPG1 No tractats Basal 2360 2.92+0.32 R
GPG1 No tractats ISO 100 nM 2594 2.40+0.33 :

GPG1 T3+Dex Basal 2166 3.09+0.25
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Aguests fets van mostrar que el tractament de T3+Dex descrit per Parikh i col-laboradors
(2017)'%3 induia I'augment d’inotropisme en els iPSC-CM. Fet que mostrava I"laugment

de maduresa funcional dels iPSC-CM.

4. Estudis de I'acoblament E-C en iPSC-CM dels individus portadors de la
mutacié RYR2_p.G357S i del control sa
Els resultats anteriors mostraven que el tractament de maduracié induia una millora
funcional als iPSC-CM, per tant, augmentava la rellevancia a nivell funcional del nostre
model. Partint d’aquesta millora a nivell fisiologic ens varem proposar determinar si
I’acoblament E-C es veia o no alterat per la presencia de la mutacié RYR2_p.G357S en
els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacid. Per tal de simular aquest procés
fisioldogic vam exposar els iPSC-CM, en condicions basal o en presencia d’ISO 100 nM, a
un pols quadrat positiu de 25 V durant 5 ms a 0.5 Hz per tal de despolaritzar els iPSC-CM
i induir I'alliberacié de Ca®* del reticle sarcoplasmatic. Dels transitoris induits es va
mesurar: (1) durada al 50% del transitori, (2) el temps d’alliberacié del 10 al 90% del
transitori, (3) el temps de recaptacio del 50-10% i del 90-10% del transitori, i (4)
I’amplitud del transitori (AF/Fo) que en aquest cas esta formada pel Ca?* entrant a través
del sarcolemma i el Ca?* alliberat del reticle sarcoplasmatic a través dels RYR2 (Apartat

3.7.2 de Materials i métodes, Figura 18).

A nivell basal (Figura 33 i 35 esquerra) vam poder observar com els iPSC-CM de I'individu
heterozigot CPVT-51 i de l'individu homozigot CPVT-54 presentaven una durada al 50%
del transitori, un temps d’alliberacid i un temps de recaptacié tant a 50-10% com a 90-
10% del transitori major comparat amb I'individu control sa. Tot i aixi els iPSC-CM de
I'individu CPVT-51 mostraven un augment de I'amplitud dels transitoris de Ca* respecte
al control sa, fet que podria explicar I'augment dels parametres d’alliberacié i recaptacié
respecte als iPSC-CM de I'individu control sa. En canvi, els iPSC-CM de l'individu CPVT-
54 presentaven una menor amplitud respecte dels iPSC-CM del control sa. Aquest fet
mostrava una menor eficiéncia dels iPSC-CM d’aquest individu tant en I’alliberacié com

en la recaptacié del Ca?*.

Pel contrari, els iPSC-CM de l'individu heterozigot CPVT-52 i de l'individu homozigot

CPVT-53 presentaven una reduccio en la durada al 50% del transitori i en el temps de
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recaptacié tant en el 50-10% com en el 90-10%. Unicament els iPSC-CM de I'individu
CPVT-53 van mostrar una disminucio del temps d’alliberacié respecte als iPSC-CM del
control sa. Cap de les dues linies cel-lulars van mostrar diferencies en 'amplitud del
transitori. Tot i que els iPSC-CM de I'individu CPVT-52 no va mostrar diferéncies en el
temps d’alliberacio, si que es va observar que els transitoris d’ambdues linies cel-lulars

eren més rapids que els iPSC-CM de I'individu control sa.
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Figura 33. Els transitoris de Ca?" induits per estimulacié eléctrica a nivell basal mostren un
patrd linia especific. Es mostren les mitjanestES per a cada una de les linies per a tots els

parametres analitzats dels transitoris. *p-valor<0.05, **p-valor<0.005 per One-Way ANOVA.

Després d’analitzar els transitoris a nivell basal es va voler determinar com aquests es
veien afectats per la induccid d’estres B-adrenergic, exposant els iPSC-CM a ISO 100 nM
(Figura 34 i 35 dreta). Referent als iPSC-CM de l'individu control sa, vam observar com
els iPSC-CM [l'individu heterozigot CPVT-52 i de lindividu homozigot CPVT-53
presentaven una reduccio en la durada al 50% del transitori, del temps d’alliberacié i del
temps de recaptacié al 50-10% i 90-10%. Unicament els iPSC-CM de I'individu CPVT-52
van mostrar una reduccié en I'amplitud del transitori. En canvi, els iPSC-CM de I'individu
CPVT-54 van mostrar un augment de la durada mitja del transitori i una reduccié de

I"amplitud del transitori.
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Figura 34. L’aplicacié d’ISO 100 nM no indueix I’aparicié d’un patro especific entre els iPSC-CM
dels individus portadors del mateix nombre d’al-lels mutats en els transitoris de Ca%* induits
per estimulacio eléctrica de camp. Es mostren les mitjanestES per a cada una de les linies per a

tots els parametres analitzats dels transitoris. *p-valor<0.05, **p-valor<0.005 per One-Way

ANOVA.

Veient que no podiem determinar un patré de comportament per als iPSC-CM dels
individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S, varem avaluar la resposta dels iPSC-
CM de cada un dels individus a I'ISO 100 nM per veure si tenien la capacitat de respondre
a l'estimul (Taula 32). El que vam observar és que a totes les linies s’observava la
reduccio del temps d’alliberacid, possiblement associat a la fosforilacio dels LTCC i RYR2
induida per I'estimulacié B-adrenérgica, i una reduccio de la durada al 50% del transitori
indicant un augment la capacitat de recaptacié i, per tant, un augment en el

lusitropisme.

En els iPSC-CM de l'individu control sa també es va observar un augment en I'amplitud
del transitori. Aquests resultats indicaven que, a part del guany en el lusitropisme, els

iPSC-CM de l'individu control sa també mostraven un augment de la capacitat inotropica

en presencia d’ISO 100 nM.

Els iPSC-CM dels individus heterozigots CPVT-51 i CPVT-52 van mostrar una acceleracié

en la recaptacié entre el 50-10% i 90-10% sense alteracions en I'amplitud del transitori
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amb I'aplicacié d’ISO 100 nM. En canvi, els iPSC-CM de I'altre individu heterozigot, el

CPVT-55, van mostrar un augment de I'amplitud del transitori respecte I'estat basal.

Els iPSC-CM de l'individu homozigot CPVT-54 mostraven una reduccié del temps de
recaptacié 90-10% per I'aplicacié d’ISO 100 nM. Tot i aixi, no es va poder observar un

guany en l'inotropisme.

Finalment, els iPSC-CM de l'individu homozigot CPVT-53 van mostrar una reduccid dels
temps de recaptacid i un augment en I'amplitud del transitori per activacié de la B-

adrenergica.

El que vam poder observar és que I'ISO 100 nM induia un augment d’activitat lusitropica
de forma generalitzada. El que si que ens va sorprendre, és que no totes les linies veien
modificada I’activitat inotropica. Unicament els iPSC-CM de I'individu control sa, de

I'individu CPVT-53 i de I'individu CPVT-55 mostraven aquesta activitat.

Taula 32. La modificacié en els parametres mesurats dels transitoris induits per estimulacié
eléectrica no té un comportament associat al nombre d’al:lels amb la mutacié RYR2_p.G357S.
Es mostren els p-valors de la comparacié, mitjancant test-t, dels parametres en condicions basals
i en presencia d’'ISO 100 nM. El color verd indica disminucié del parametre en preséncia de I1SO
100 nM respecte I'estat basal. El color vermell indica augment dels valors del parametre

respecte als valors en condicions basals.

Basal vs. ISO 100 nM

Amplitud
Durada al 50% Temps Temps de Temps de del
del transitori d’alliberacié recaptacio recaptacio e .

transitori

(ms) 10-90% (ms) 50-10% (ms) 90-10% (ms)

(AF/F0)

GPG1 0.0289 0.0838 0.2309

CPVT-51

CPVT-52

CPVT-53

CPVT-54 0.0515 0.0137 0.0538
CPVT-55 0.4653 03976 [
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Figura 35. Tragos de iPSC-CM representatius pels experiments de transitoris de Ca% induits per
estimulacié eléctrica de camp en condicions basals (esquerra) i en preséncia d’ISO 100 nM

(dreta).
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Les comparacions dels parametres entre els iPSC-CM dels individus portadors de la
mutacid, tant en condicions basals com en preséncia d’ISO 100 nM, no van mostrar
patrons que es poguessin associar la preséncia de la mutaci6 RYR2 p.G357S en
homozigosi o heterozigosi (Taula S3-S9). Tot i que tots els iPSC-CM mostraven resposta
a I'estimulacio B-adrenérgica, el comportament de les linies mostrava moltes diferencies
entre si. El conjunt d’aquests fets ens va portar a pensar que podria haver diferencies
d’expressié dels gens associats a I’acoblament E-Cii a la recaptacié del Ca®* intracel-lular
que poguessin explicar aquesta variabilitat. Amb gPCR vam analitzar els nivells
d’expressié dels gens codificants pels LTCC (gen CACNA1C), FKBP12.6 (gen FKBP1B),
SERCA2 (gen ATP2A2), fosfolamban (gen PLN) i NCX1 (gen SLC8A1).

Els iPSC-CM dels individus portadors de la mutaci6 RYR2_p.G357S no van mostrar
diferéncies en els nivells d’expressid dels gens involucrats en I'acoblament E-C, CACNA1C

i FKBP1B, respecte als iPSC-CM de I'individu control sa (Figura 36).

I GPG1 B CPVT-51 M CPVT-52
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Figura 36. La mutacié RYR2_p.G357S no afecta als nivells de CACNA1C ni de FKBP1B. Es mostra
la sobreposicié d’'un dot plot, mostrant el nivell d’expressid de cada una de les mostres
normalitzats pels nivells de TNNT2 i ACTN2, i un grafic de caixes on es mostra la distribucié dels
nivells d’expressid de les diferents mostres analitzades. Significanga analitzada amb Kruskal-

Wallis ANOVA.

La mesura dels nivells d’expressio de gens involucrats en la recaptacié del Ca®*
intracel-lular (ATP2A2 i de SLC8A1), va mostrar que els nivells d’aquests gens eren
semblants entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié i de I'individu control

sa. En el cas dels nivells de PLN vam poder determinar que els iPSC-CM de I'individu
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CPVT-53 presentaven nivells d’expressido majors que els iPSC-CM de l'individu CPVT-51

(Figura 37).
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Figura 37. Els iPSC-CM de I'individu CPVT-53 presenten nivells superiors de PLN que els iPSC-
CM de I'individu CPVT-51. Es mostra la sobreposicié d’un dot plot, mostrant el nivell d’expressid
de cada una de les mostres normalitzats pels nivells de TNNT2 i ACTN2, i un grafic de caixes on
es mostra la distribucié dels nivells d’expressié de les diferents mostres analitzades. *p-

valor<0.05 per Kruskal-Wallis ANOVA.

Aquests resultats indicaven que no hi havia diferéncies significatives d’expressio que
poguessin explicar les diferencies funcionals observades en els experiments anteriors.
Tot i aixi cal tenir en compte que tot i que els nivells d’expressidé entre linies fossin
semblants, la immaduresa estructural dels iPSC-CM podia alterar I'acoblament E-C
podent generar les diferéncies observades. L'eficiencia de I’acoblament E-C és
dependent de la densitat de diades i de I'organitzacié estructural dins les mateixes entre
els LTCC i RYR2. Per aquest motiu varem decidir induir els transitoris de Ca?*
intracel-lulars amb cafeina, la qual és un lligand especific de RYR2, per tal de determinar

possibles diferéncies funcionals entre les diferents linies cel-lulars.
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5. Elstransitoris de Ca?* induits per cafeina 10 mM mostren un guany de funcié
en els iPSC-CM dels individus RYR2_p.G357S

Per tal d’induir directament els transitoris de Ca®* a través de RYR2, vam aplicar un pols

d’1l seg de cafeina 10 mM en condicions basals i en preséncia d’ISO 100 nM. Dels

transitoris de Ca?* es van mesurar els mateixos parametres que en els experiments

anteriors.

Els resultats en condicions basals (Figura 38 i 40 esquerra), respecte als iPSC-CM de
I'individu control sa, van mostrar com els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié
RYR2_p.G357S presentaven una major durada al 50% del transitori, mostrant que el
canal ja es trobava més actiu. Els altres parametres per a cada un dels individus van

presentar un comportament diferent respecte als iPSC-CM del control sa.

Els iPSC-CM de I'individu CPVT-51 van mostrar un temps d’alliberacié i una amplitud del
transitori major, i un temps de recaptacié al 50-10% inferior. Els iPSC-CM de l'individu
CPVT-52 no van mostrar diferencies respecte als iPSC-CM del control sa a nivell dels
parametres cinétics, pero si van mostrar un augment de I'amplitud dels transitori. Els
iPSC-CM de l'individu CPVT-53 van mostrar un menor temps d’alliberacié, un augment
del temps de recaptacio tant al 50-10% com al 90-10%, i un augment en I'amplitud del
transitori. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-54 van mostrar un augment del temps de
recaptacio tant al 50-10% com al 90-10%. Finalment, els iPSC-CM de l'individu CPVT-55
van mostrar que els parametres cinétics eren semblants al control sa, mostrant

Unicament una major amplitud del transitori.

La major amplitud dels transitoris observada en els iPSC-CM dels individus CPVT-51,
CPVT-52, CPVT-53 i CPVT-55 suggeria que les reserves de Ca?* luminals en aquests iPSC-
CM eren superiors a les dels iPSC-CM de I'individu control sa. Exceptuant els iPSC-CM de
I'individu CPVT-54 que tot i no mostrar més carrega al reticle sarcoplasmatic, la durada
del transitori era superior. El que va cridar I'atencio és que I'individu CPVT-53, tot i tenir
una de les carregues de Ca?* luminal més altes va presentar el temps d’alliberacié més

baix. Aixo podria estar indicant que el RYR2 es trobava més actiu.
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Figura 38. Els transitoris de Ca?* induits per cafeina 10 mM en condicions basals no mostren
un patro associat al nombre d’al-lels mutats. Es mostren les mitjanestES per a cada una de les
linies per a tots els parametres analitzats dels transitoris. *p-valor<0.05, **p-valor<0.005 per

One-Way ANOVA.

Seguidament, vam voler avaluar com els transitoris es veien modificats per 'aplicacio
d’ISO 100 nM (Figura 39 i 40 dreta). Els resultats, referent als iPSC-CM de l'individu
control sa, varen mostrar com tots els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacio
presentaven una durada al 50% del transitori major i un menor temps de recaptacio del
50-10%. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-51 van mostrar un augment del temps
d’alliberacié i una reduccio del temps de recaptacié 90-10%. Els iPSC-CM de l'individu
CPVT-53 van veure Unicament modificat, a part dels parametres descrits, els temps de
recaptacido 90-10%. Els iPSC-CM de lindividu CPVT-54 van mostrar la reduccié de
I’amplitud dels transitoris, mostrant que la quantitat de Ca?* alliberada era inferior que
en el control sa. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-55 van presentar una amplitud major i

una reduccié del temps de recaptacio 90-10% que l'individu control sa.
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Figura 39. L'aplicacié d’ISO 100 nM no desemmascara un comportament comu entre els
transitoris induits per cafeina 10 mM en els iPSC-CM d’individus amb el mateix nombre
d’al-lels portadors de la mutacié RYR2_p.G357S. Es mostren les mitjanes+ES per a cada una de
les linies per a tots els parametres analitzats dels transitoris. *p-valor<0.05, **p-valor<0.005 per

One-Way ANOVA.

La comparacio entre els individus portadors de la mutacié tant en homozigosis com en
heterozigosis no mostraven patrons associats al nombre d’al-lels mutats (Taula S10 i
S16). No obstant aix0, varem poder observar un guany de funcio superior, major durada
al 50% del transitori, en els iPSC-CM de I'individu CPVT-51 respecte als iPSC-CM als dels
altres individus portadors de la mutacié en condicions basals i en presencia d’ISO 100
nM. Comparant la durada al 50% del transitori dels iPSC-CM dels individus CPVT-52 i
CPVT-53, amb relacié de parentesc de segon grau, es va observar que en condicions
basals la durada era major a I'individu CPVT-52. Pero en preséncia d’ISO 100 nM la funcié

es veia igualada entre els iPSC-CM dels dos individus.

Finalment, vam voler determinar com cada una de les linies d'iPSC-CM responia a
I’estimul B-adrenérgic. La comparacio entre condicions basals i ISO 100 nM per a cada
un dels individus es mostra a la Taula 33. Es va poder observar com els iPSC-CM de

I'individu control sa GPG1 mostraven una disminucié de la durada al 50% del transitori,
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i del temps d’alliberacié respecte les condicions basals. En canvi, es va veure com el
temps de recaptacid del 50-10% i del 90-10% augmentava. Possiblement, la causa de
I'alentiment en la recaptacid va ser donada per la major amplitud del transitori, causat
per I'augment de I'inotropisme en aquest individu. Tot i que el temps de recaptacié era
més lent i el Ca?* alliberat més abundant no es va augmentar la durada mitja del

transitori sind que es va veure reduida.

Els iPSC-CM dels individus heterozigots CPVT-51 i CPVT-52 van mostrar una reduccié de
la durada al 50% del transitori i del temps d’alliberacid. Els temps de recaptacio, pero,

van resultar ser majors tot i no veure augmentat I'amplitud del transitori.

Els iPSC-CM de l'individu homozigot CPVT-53 van mostrar un augment en la durada al
50% dels transitori. En canvi, van veure reduit el temps de recaptacié sense efecte en
I'amplitud del transitori. Aquesta resposta a I'ISO 100 nM va ser contraria a I'efecte

observat en els transitoris de Ca?* induits per estimulacid eléctrica de camp.

Finalment, els iPSC-CM de I'individu homozigot CPVT-54 i de I'individu heterozigot CPVT-
55 van mostrar una reduccié en el temps d’alliberacié i en la durada al 50% del transitori,
mostrant un augment en el lusitropisme induit per I'aplicacié de I'ISO 100 nM. Tot i aixi,
els iPSC-CM de l'individu CPVT-55 van veure augmentada I'amplitud del transitori,
mostrant un guany en l'inotropisme, fet que no va tenir influéncia en la capacitat de

recaptacié del Ca?*.

Els tnics iPSC-CM que van veure modificada la quantitat de Ca?* emmagatzemada dins
el reticle sarcoplasmatic per I'activacié de la via B-adrenérgica van ser els iPSC-CM de
I'individu control sa GPG1 i CPVT-55. Aquest fet mostra que ambdds individus
presentaven un augment en l'inotropisme en resposta B-adrenérgica. En canvi, els altres
individus no van veure modificada la carrega del reticle sarcoplasmatic. Aixo podria ser
degut a que la carrega del reticle sarcoplasmatic ja es trobava a nivells maxims des de

I’estat basal en els individus CPVT-51, CPVT-52, CPVT-53 i CPVT-54.
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Taula 33. La modificacié en els parametres mesurats dels transitoris induits per un pols de
cafeina 10 mM no tenen un comportament associat al nombre d’al-lels amb la mutacié
RYR2_p.G357S. Es mostren els p-valors de la comparacid, mitjangcant test-t, dels parametres en
condicions basals i en presencia d’ISO 100 nM. El color verd indica disminucié del parametre
respecte I'estat basal. El color vermell indica augment dels valors del parametre respecte als

valors en condicions basals.

Basal vs. ISO 100 nM

Durada al Temps Temps de Temps de Amplitud
50% del - . ! ! del
transitori d’alliberacié recaptacio recaptacio transitori
(ms) 10-90% (ms) 50-10% (ms) 90-10% (ms) (AF/FO)
CPVT-51 0.8594
CPVT-53
CPVT-54 0.2670 0.3706 0.6406
CPVT-55 0.6691 061230 [JEREEEH
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Figura 40. Tragos d’iPSC-CM representatius pels experiments d’induccié de transitoris de Ca**

per cafeina 10 mM en condicions basals (esquerra) i en preséncia d’ISO 100 nM (dreta).
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Aguests experiments van mostrar tant en condicions basals com en preséncia d’ISO 100
nM, com els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S mostraven
una durada al 50% del transitori molt major respecte als iPSC-CM de l'individu control
sa. Indicant que els RYR2 d’aquests individus es trobaven més temps oberts, i per tant
gue presentaven un guany de funcié. En el cas dels iPSC-CM de I'individu CPVT-53
aquests van mostrar un temps d’alliberacié molt inferior als iPSC-CM del control sa en
condicions basals, i era I'linic que veia augmentada la durada al 50% del transitori en
presencia d’ISO 100 nM respecte als valors basals. Indicant que els iPSC-CM d’aquests
individus presentaven un guany de funcié major respecte als altres iPSC-CM dels

individus portadors de la mutacié.

Finalment, ens varem proposar realitzar experiments per mesurar de forma més precisa
I'activitat del RYR2, per determinar si podiem observar canvis en la funcié de RYR2 entre

els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacio.

6. La mutacio RYR2_p.G357S indueix un guany de funcid sense necessitat de
I‘activacio de la via B-adrenergica

La mesura del Ca®* alliberat per I'aplicacié de concentracions creixents de cafeina ha

estat utilitzada classicament per mesurar |'activitat del RYR2. Mitjangant la realitzacid

de corbes concentracio-resposta es va voler mesurar com la mutacié modificava

I'activitat del RYR2 en condicions basal i en situacions d’estres B-adrenergic.

La comparacidé dels ajustaments de Hill a les corbes concentracio-resposta de cafeina en
condicions basals (Figura 41, 43 Esquerra i Taula 34) va mostrar com els iPSC-CM dels
individus portadors de la mutaci6 RYR2_p.G357S es desplacaven cap a l'esquerra.
Mostrant un augment de la sensibilitat a cafeina dels RYR2, fet que indicava que la
mutacié induia un guany de funcié dels RYR2 observable ja en condicions basals.
Comparant les corbes concentracid-resposta entre els iPSC-CM dels individus portadors
de la mutacié RYR2_p.G357S, varem observar com els iPSC-CM de l'individu homozigot
per la mutaciéo CPVT-53 presentaven una major sensibilitat a cafeina comparat amb els
iPSC-CM dels individus heterozigots CPVT-51, CPVT-52 i de I'individu homozigot CPVT-
54. També es va poder determinar que els iPSC-CM de 'individu CPVT-55 presentaven

una major sensibilitat respecte als iPSC-CM de I'individu CPVT-52.
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B GPG1 ® CPVT-51 A CPVT-52
V¥ CPVT-53 ¢ CPVT-54 4 CPVT-55

Cafeina (mM)
Figura 41. Els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S mostren un
augment de la sensibilitat a cafeina respecte als iPSC-CM de I'individu control sa en condicions
basals. Es mostra I'ajust de la corba de Hill (linia continua) als valors mitjanstES de la resposta

dels iPSC-CM a cada una de les dosis de cafeina aplicades en condicions basals.

Taula 34. Comparacio dels valors de Kq de les diferents corbes concentracio-resposta dels iPSC-
CM de lindividu control sa i dels iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S. Es mostren els p-valors de la comparacid dels ajustaments de les corbes de Hill.

GPG1 CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54

GPG1
(Ks=3.09£0.25 mM)
CPVT-51
(Ks=1.77£0.30 mM)
CPVT-52
(Ks=1.9740.15 mM)
CPVT-53
(Ks=1.06£0.13 mM)
CPVT-54
(Ks=1.96%0.18 mM)
CPVT-55
(K= 1.45£0.20 mM)

0.6962 0.1434

0.4241 0.0106  0.0906 0.0549

Tot i que el guany de funcid de la mutacio ja es podia observar a nivell basal, vam voler

determinar si podia ser augmentat amb I'aplicacio d’ISO 100 nM. Les corbes
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concentracio-resposta de cafeina en presencia d’ISO 100 nM (Figura 42, 43 dreta) no
van mostrar cap augment de funcié dels RYR2 dels iPSC-CM dels individus portadors de
la mutacié RYR2_p.G357S respecte al control sa (Taula 35). Unicament els iPSC-CM de
I'individu control sa van mostrar un augment significatiu de la funcié dels RYR2, tal com
ja haviem mostrat anteriorment (Taula 35). El que vam observar és que els iPSC-CM de
I'individu CPVT-52 mostraven una funcié menor respecte als iPSC-CM de la resta
d’individus (Taula 35). També els iPSC-CM de I'individu CPVT-53 van mostrar una funcié
menor respecte als iPSC-CM de l'individu CPVT-54.

B GPG1 @® CPVT-51 A CPVT-52
¥ CPVT-53 CPVT-54 4 CPVT-55

Cafeina (mM)

Figura 42. Els iPSC-CM de I'individu CPVT-52 mostren una disminucid de la sensibilitat a cafeina

respecte als iPSC-CM dels altres individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S i de
I'individu control sa. Es mostra |’ajust de la corba de Hill (linia continua) als valors mitjanstES de

la resposta dels iPSC-CM a cada una de les dosis de cafeina aplicades en preséncia d’ISO 100 nM.
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Taula 35. Comparacié de Ky de les corbes concentracié-resposta en condicions ISO 100 nM dels
iPSC-CM del control sa i dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S. Es mostra el p-

valor de la comparacid de I'ajustament de la corba de Hill entre els diferents individus.

GPG1 CPVT-51  CPVT-52  CPVT-53 CPVT-54

GPG1
(Ke=1.67+0.20 mM)

CPVT-51
(K=1.86:0.14 mM)  0-0°92

sz [
(K¢=2.54+0.12 mM)
(Kd=1.c8|:)\£(l;-.igmM) 0.7029  0.1609 i
(Ke= 1?:?’\;2;51 my) 09658  0.8849 -W

La comparacié dels ajustaments de Hill de les corbes concentracié-resposta entre

condicions basals i en presencia d’ISO 100 nM (Taula 36), van mostrar com els iPSC-CM
dels individus CPVT-52 i CPVT-53 eren els Unics que veien disminuida la seva funcié en

presencia d’ISO 100 nM.

Taula 36. Comparacio de les Ky entre condicié basal i en preséncia d’ISO 100 nM per als iPSC-
CM del diferents individus. Es mostra la comparacié dels ajustaments de la corba de Hill, entre
condicions basals i ISO 100 nM pels iPSC-CM de cada individu, i la seva K4 per a cada una de les

corbes concentracid-resposta.

n Kq Basal nISO K4 1SO 100 nM
Basal (mM) 100 nM (mM) p-valor
GPG1 2166  3.09+025 2278 167:0.20 | 10,0003

CPVT-51 877  177:030 1459 1.86+0.14 0.7480
CPVT-52 1856  1.97+0.15 2065 2.54+0.12 0.0180
CPVT-53 2013  1.06:0.13 730 1.8440.07 | 2.23E-04
CPVT-54 652  1.96:0.18 564 1.80+0.20 0.4895
CPVT-55 1736  145:020 1319 1.83+0.31 0.2752

143



Resultats

— GPG1 - CPVT-51 =——CPVT-52
— CPVT-53 CPVT-54 ——CPVT-55
Basal ISO 100 nM
Cafeina(mM) 0.05 0.1 05 1 2 5 10 0050105 1 2 5 10
Y VYV VvV vV VYV VY Y VY vV VYV VYV VOV

|
S JL L_kaJ )

.WWMLLLJ -M_LLLLM_
_‘_MLLJtL —-__A_LL]LJL

M__,._LLLJLL *_LLLLL
MmggmhLLLL *kLLllj_

Figura 43. Tracos representatius de la mitjana de tots els iPSC-CM analitzats en els experiments

de concentracié-resposta de cafeina en condicions basals i en preséncia d’ISO 100 nM per a
tots els individus. Es mostra per a cada un dels individus la mesura de fluorescéncia (AF/Fmax)
com a resposta a cada una de les dosis de cafeina. Els espais en blanc representen aturades en

I’adquisicié de 1min.

Els resultats van mostrar que els RYR2 dels iPSC-CM de l'individu control sa GPG1
responien de forma fisiologica a I'lSO 100 nM incrementant la quantitat de Ca?*
alliberada en cada una de les dosis de cafeina submaximes. L'activacié de la via B-

adrenergica produeix I'augment de cronotropisme, lusitropisme i inotropisme necessari
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per donar resposta a les demandes metaboliques en situacions d’estrés.’%?! En el cas de
la CPVT, aquesta activacido és la responsable de generar les arritmies ventriculars
malignes que poden derivar a MSC.%%%* Els iPSC-CM dels individus portadors de la
mutacid RYR2_p.G357S d’aquest estudi presentaven un guany de funcié dels RYR2 a

nivell basal que no era possible sobrepassar amb |’estimulacio B-adreneérgica.

A I'observar la insensibilitat a I'ISO 100 nM dels RYR2 dels iPSC-CM dels individus CPVT-
51, CPVT-54i CPVT-55, i la resposta aberrant dels iPSC-CM dels individus CPVT-52 i CPVT-
53 vam voler determinar si els nivells d’expressié de gens implicats en la generacié de la

resposta B-adrenérgica eren diferents segons la linia cel-lular.

Mitjancant gPCR, vam avaluar els nivells d’expressié dels gens ADRB1 (receptor
adrenéergic B1), ADRB2 (receptor adrenéergic B2) i CAMK2A (quinasa depenent de
calmodulina 11). No es van trobar diferéncies en els nivells d’expressié del gen ADRB1
entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié respecte als iPSC-CM de
I'individu control sa, ni entre les linies dels individus portadors de la mutacio (Figura 44

esquerra).

En quant al gen ADRB2, es va observar que els iPSC-CM de l'individu CPVT-53
presentaven un nivell més baix d’expressio respecte als iPSC-CM dels individus CPVT-51

i CPVT-54 (Figura 44 dreta).
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Figura 44. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-53 mostren nivells inferiors d’ADRB2 respecte als
iPSC-CM dels individus CPVT-51 i CPVT-54, pero no veu modificats els seus nivells d’ADRB1. Es
mostren els grafics de caixes i el nivell d’expressid per a cada una de les mostres (0) (n=6). * p-

valor <0.05, **p-valor<0.01 obtingut per Kruskal-Wallis ANOVA.
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Seguidament, vam voler avaluar si hi havia modificacions en els nivells de CAMK2A. S’ha
demostrat en models animals que la fosforilacioé del residu S2814 és necessaria per a
I’augment de funcié associada als estimuls B-adrenérgics.1%%10 També s’ha vist que en
models de ratoli transgénic 'augment d’expressié de CAMK2A promou la generacioé de
sparks de Ca?*.1% Els resultats van mostrar que els nivells de CAMK2A dels iPSC-CM de
I'individu control sa i dels portadors de la mutacié RYR2_p.G357S no eren diferents
(Figura 45). L’anica diferéncia significativa va ser que els iPSC-CM de I'individu CPVT-53
presentava nivells de CAMK2A superiors als iPSC-CM de I'individu CPVT-51.
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Figura 45. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-53 mostren nivells superiors de CAMK2A respecte
als iPSC-CM de l'individu CPVT-51. Es mostren els grafics de caixes i el nivell d’expressio per a

cada una de les mostres (0). **p-valor<0.01 obtingut per Kruskal-Wallis ANOVA.

Tots els resultats en conjunt van mostrar que la mutacié RYR2_p.G357S en estat basal
generava un guany de funcié al RYR2, que no podia ser augmentat amb I’activacio de la
via B-adrenérgica. Els nivells d’expressié d’ADRB1, ADRB2 i CAMK2A no explicarien la
insensibilitat de la resposta a ISO 100 nM o la disminuciod de la funcid observada, ja que
els nivells d’expressid dels individus portadors eren semblants als de 'individu control

Sa.

146



Resultats

7. La mutacié RYR2_p.G357S no indueix canvis en la quantitat de proteina de
RYR2
Les corbes concentracid-resposta de cafeina en estat basal mostraven com els RYR2 dels
iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S mostraven un guany de
funcié. Aquest guany de funcié podria ser degut a un augment de la quantitat de RYR2
present en el reticle sarcoplasmatic o a un augment de la Podel canal. Liu i col-laboradors
(2017) van suggerir que la mutacié desestabilitzava I'estructura del domini N-terminal
del RYR2, podent ser la causant del guany de funcio observat i al mateix temps disminuia

la quantitat de RYR2, pérdua de funci6.®

Per determinar I'efecte de la mutacid RYR2_p.G357S sobre I'expressivitat, vam realitzar
experiments de qPCR per determinar els nivells d’expressié del gen RYR2 en els iPSC-CM
de l'individu control sa i dels portadors de la mutacié RYR2_p.G357S en homozigosis i
heterozigosi. L’analisi dels nivells d’expressié no va mostrar diferéncies entre els iPSC-
CM de l'individu control sa i els portadors de la mutacié RYR2_p.G357S ni entre els iPSC-
CM dels individus portadors de la mutacio (Figura 46).
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Figura 46. Els nivells d’expressio de RYR2 sén iguals tant en els iPSC-CM de I'individu control
sa com en els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S. Sobreposicié del
dot plot que mostra el nivell d’expressié relatiu (2-2¢Y) normalitzats per TNNT2 i ACTN2 de cada
una de les diferenciacions independents analitzades i el grafic de caixes on es mostren la
distribucid dels nivells d’expressio dels diferents individus (n=6). Significanca analitzada per

Kruskal-Wallis ANOVA.
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Un cop determinat que I’expressivitat no es veia afectada per la mutaciéo RYR2_p.G357S,
vam voler determinar si els nivells de proteina del RYR2 es veien afectats. Els
experiments de western blot no van mostrar diferéncies significatives en la quantitat de
RYR2 entre els iPSC-CM de l'individu sa i els iPSC-CM dels individus portadors de la
mutacié RYR2_p.G357S, ni entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié en

si (Figura 47).
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Figura 47. Els nivells de RYR2 no es veuen alterats per la mutacié RYR2_p.G357S. A la part
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superior es mostra la proteina total de les mostres (esquerra) i la deteccié per western blot de
RYR2 (dreta). A la part inferior es mostra la sobreposicié d’un dot plot que mostra el nivell de
RYR2 de cada una de les mostres i un grafic de caixes que mostra la distribucié dels nivells de
RYR2 de les diferenciacions independents dels diferents individus (GPG1 n=10, CPVT-51 n=10,
CPVT-52 n=10, CPVT-53 n=10, CPVT-54 n=8 i CPVT-55 n=8). Significanca analitzada per Kruskal-
Wallis ANOVA.
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En el nostre model d’iPSC-CM, els resultats de gPCR i western blot van mostrar que la
mutacid no afecta ni a I'expressivitat ni a la quantitat de RYR2, en contraposicié als

resultats obtinguts mitjancant expressié heterologa per Liu i col-laboradors (2017).1&

Els nostres resultats suggereixen que el guany de funcidé detectat en els iPSC-CM dels
individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S, tant en homozigosi com en
heterozigosi, en condicions basals no és causat per un augment de la quantitat de

proteina.

8. Estudi del patrimoni genetic dels individus mitjan¢ant la seqiienciacié del
genoma sencer

Com ja hem explicat anteriorment, els fenotips clinics dels individus seleccionats per

aquest estudi, tot i ser portadors de la mutacido RYR2_p.G357S, sén diversos. Per tant,

és interessant analitzar la possible contribucié del patrimoni geneétic individual en la

modificacié tant del fenotip clinic dels individus com en el fenotip observat a nivell

cel-lular en les seves corresponents linies d’iPSC-CM.

Aixi mateix, el nostre analisi dels genomes es va focalitzar en dues comparacions que
podrien informar sobre la contribucié del patrimoni genetic: (1) es van comparar els
individus CPVT-51 i CPVT-55, que sén germans i son heterozigots per la mutacid i (2) els
individus CPVT-52, heterozigot, i CPVT-53, homozigot, que sén familiars de segon grau
(primera i tercera generacio, respectivament). En el cas (1) I'individu CPVT-51 va patir
un episodi de presincope a 19 anys i una MSC recuperada a 21 anys, mentre que
I'individu CPVT-55 era asimptomatic. En el cas (2), I'individu CPVT-52 va patir un sincope

a 39 anys, mentre que I'individu CPVT-53 va patir un sincope a 8 anys.

Per a tots dos analisis, ens varem centrar en |'estudi de variants de canvi de sentit, de
codd STOP prematur i de codd d’inici prematur en 140 gens associats a malalties
arritmogéniques. A I'annex 1 es troben les posicions gendmiques i la seqliéncia de

referencia per a cada una de les variants identificades (Taula S17).

8.1. Variants trobades a I'individu CPVT-51
La severitat del fenotip de I'individu CPVT-51 respecte a 'individu CPVT-55, suggeria que

I'individu CPVT-51 podria ser portador d’algun factor genétic que el fes més susceptible
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a I'arritmogénesis. Per aquest motiu varem descartar les variants compartides amb els
altres tres individus portadors de la mutacid, i varem mirar quines variants tenia
I'individu CPVT-51 que no fossin presents en I'individu CPVT-55. Les variants Uniques
trobades en aquest individu es mostren a la Taula 37. Tres de les variants van ser
identificades en gens de proteines estructurals cardiaques (DSP, MYH6 i TTN) i una al

gen codificant per canal de sodi Nay1.9 (gen SCN11A) el qual no s’expressa en el cor.

Taula 37. Variants uniques identificades en el genoma de I'individu CPVT-51. “B” indica que la

variant és benigne. “VSI” indica que la variant és de significat incert.

Gen Tipus de Variant de Variant Freqiiéncia Classificacié
Variant nucleotid aminoacid (%)
DSP Canvi de sentit c.C4609T p.R1537C 1.45 B
MYH6  Canvi de sentit c.G166A p.G56R 8.21 B
SCN11A Canvide sentit c.A5366G p.H1789R 4E-0.4 VSl
TTN Canvide sentit  ¢c.G51662A p.R17221H 7.1E-0.4 VSI

8.2. Variants comunes dels individus CPVT-52 i CPVT-53

Els iPSC-CM dels individus CPVT-52 i CPVT-53 mostraven un guany de funcié en
condicions basal, i la disminucié de la funcié dels RYR2 en preséncia d’ISO 100 nM.
Aguest comportament semblant i el parentesc proper entre els dos individus donants,
suggeria que podrien compartir algun factor a nivell genetic que induis la disminucié de
la resposta en presencia d’ISO 100 nM. Per aquest motiu varem descartar les variants
gue compartien amb els altres tres individus portadors de la mutacid i varem centrar
I’analisis en les variants que compartien aquests dos individus. A la Taula 38 es mostren

les variants comunes trobades.
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Taula 38. Variants comunes entre I'individu CPVT-52 i I'individu CPVT-53. “B” indica que la

variant és benigne.

Variant de Variant de Freqiiéncia

Gen Tipus de Variant nucleatid aminoacid (%) Classificacié
CACNA1H Canvi de sentit €.T1991C p.V664A 29.75 B
CACNB2 Canvi de sentit ¢.T1965G p.D655E 17.81 B
NEBL Canvi de sentit c.G604A p.G202R 0.26 B
SCN10A Canvi de sentit c.C3133A p.P1045T 2.35 B
XIRP1 Canvi de sentit c.C4823T p.A1608V 19.09 B
AKAP9 Canvi de sentit c.A7451G p.K2484R 14.67 B
PITX2 Canvi de sentit c.C607T p.R203C 34.08 B
PITX2 Codé6 STOP prematur c.C577T p.Q193* 17.96 B
DPP6 Canvi de sentit c.Co14T p.T305I 0.55 B
XIRP2 Canvi de sentit c.A1603G p.R535G 10.25 B
TP63 Codé inici prematur c.A-58T 69.51 B

Es van identificar variants en gens codificants per canals idonics (CACNA1H i SCN10A),
proteines reguladores de canals ionics (CACNB2 i DPP6), proteines amb funcions

estructurals (NEBL, XIRP1, XIRP2 i AKAP9) i per factor de transcripcio (PITX2).
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Discussio

La CPVT és una canalopatia hereditaria caracteritzada per I'aparicié de TVB i TVP
induides per [l'alliberacié de catecolamines en situacions d’estrés emocional o
fisic.30313536 Aproximadament un 50% dels casos diagnosticats de CPVT s’associen amb
mutacions al gen RYR2.3% La caracteritzaci6 de mutacions associades a CPVT
identificades en el gen RYR2 classicament s’ha realitzat utilitzant models d’expressid
heterologa com les HEK-293T o mitjancant I'Us d’animals knock in.%17%3113-117 Aquests
models han permeés determinar I'efecte de la mutacié sobre la funcié del RYR2, pero no
va ser fins al descobriment de les iPSC que es va poder estudiar conjuntament I'efecte

de la mutacié i com el patrimoni genetic de I'individu modulava el seu fenotip.

En el present estudi s’ha presentat la caracteritzacié de la mutacid RYR2_p.G357S
identificada com a causant dels casos de CPVT en una gran familia de I'llla de Gran
Canaria per Wangiemert i col-laboradors (2015)}, utilitzant iPSC-CM d’individus
portadors de la mutacié en homozigosis i heterozigosis. Gracies a aquest model, hem
pogut determinar que la mutacié indueix un guany de funcio del RYR2 a nivell basal que
no només no es veu augmentat amb I'aplicacié d’ISO 100 nM sind que encara pot
disminuir. Els resultats obtinguts a nivell molecular suggereixen que el guany de funcié
en condicions basals no ve donat per un augment en la quantitat del RYR2 present en
els iPSC-CM, sind que podria ser degut a la desestabilitzacié estructural descrita per Liu

i col-laboradors (2017) per aquesta mutacio. &

A continuacioé discutirem punt per punt els resultats en relacié a les hipotesis inicials

plantejades.

1. La maduracié dels iPSC-CM permet obtenir un model fisiologicament
rellevant per a I’estudi de I’efecte de la mutacio RYR2_p.G357S en els iPSC-
CM individu especifics

Gracies a I's de models d’expressié heterologa i de models animals, s’ha pogut

determinar com mutacions trobades al gen RYR2 associades CPVT afectaven a la funcid

del RYR2. Tot i aixi aquests models no permeten explicar com el patrimoni genétic de

I'individu pot modular el fenotip de la mutacié. El descobriment de les iPSC per

Yamanaka i Takahashi (2006), i la posterior aparicid de protocols de diferenciacié a iPSC-

CM, va fer pensar que es podrien complementar les mancances dels altres
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models.1?8131-136 Tot j qixi estudis a nivell estructural i electrofisioldgic van mostrar que
els iPSC-CM presenten un fenotip estructural i electrofisiologic immadur llunya al dels

cardiomiocits adults.138

S’han realitzat molts intents per augmentar la maduresa dels iPSC-CM i obtenir-los amb
caracteristiques més semblants a les dels cardiomiocits adults.?>140-147.193 | 3 complexitat
i el cost d’algun dels sistemes limita les opcions d’implementacié en molts laboratoris.
Tot i aixd, metodes més simples com I'Us de petites moléecules, com la combinacié de
T3+Dex utilitzada en aquesta tesi, permeten induir un augment de maduresa tot i

quedar lluny dels parametres d’un cardiomiocit adult.

En el present treball, el tractament amb T3+Dex va mostrar ser efectiu en la induccié de
maduracioé dels iPSC-CM de I'individu control sa GPG1. Els iPSC-CM no tractats (Figura
31iTaula 31) mostraven, en presencia d’ISO 100 nM, un lleuger augment de I'alliberacio
Ca%* en concentracions submaximes de cafeina (Basal: Kg=2.92+0.32 mM vs. ISO 100 nM:
Kg=2.40+0.33 mM; p-valor=0.0351). En canvi, els iPSC-CM tractats amb T3+Dex (Figura
32 i Taula 31) mostraven un gran augment de la quantitat de Ca?* alliberada en
concentracions de cafeina submaximes (Basal: Kd=3.0940.25 mM vs. ISO 100 nM:
Kd=1.67+0.20 mM; p-valor=0.0003). Aquests resultats indicaven que el tractament amb
T3+Dex augmentava l'inotropisme, donat per un augment de la quantitat de Ca?*
disponible en el reticle sarcoplasmatic. Aixo indicava que el grau de maduresa a nivell

funcional era major en els iPSC-CM tractats amb T3+Dex.

Parikh i col-laboradors (2017) van mostrar que el tractament combinat de T3+Dex i la
sembra en matrius de matrigel promovia la formacié de tubuls T, una major contribucié
del reticle sarcoplasmatic en "aportacié de Ca?* als transitoris, un guany substancial en
acoblament E-C, una major organitzacié del RYR2 i augment de la proximitat dels LTCC-

RYR2. 193

Més recentment, Wang i col-laboradors (2021) van estudiar iPSC-CM tractats amb
T3+Dex sembrats a alta densitat sense matriu de matrigel formant una monocapa. En
aquestes condicions, van observar una reduccid en la durada del potencial d’accid, una
major velocitat de conduccié i una major velocitat maxima en la fase de despolaritzacié

del PAC. També van observar com iPSC-CM aillats i tractats amb T3+Dex, pero sense
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matriu de matrigel, mostraven un augment de les corrents k1, Ik, lks i una reduccid de la
lr. Tot i aixi era necessaria la sembra en matrius de matrigel per induir unaugment en la

INa-152

A les nostres mans no ha sigut possible aconseguir que els iPSC-CM siguin viables
utilitzant les matrius de matrigel. Tot i aixi, tant els resultats de Wang i col-laboradors
(2021) com els nostres mostren que el tractament amb T3+Dex és suficient per induir

maduresa a nivell funcional als iPSC-CM. 152

Ronaldson-Bouchard i col-laboradors (2018) van mostrar que el co-cultiu d’iPSC-CM i
fibroblasts en hidrogels de fibrina, i la posterior estimulacié electromecanica durant 4
setmanes, induia un augment de la maduresa dels iPSC-CM. Aquest procés va mostrar
la millora en I'organitzacid estructural, preséncia de tubuls T, patré d’expressié semblant
al teixit adult, hipertrofia cel-lular i moltes altres caracteristiques que apropaven aquests
petits teixits al teixit cardiac adult.?® Dins de totes les millores a nivell funcional, aquests
investigadors van observar un augment de la resposta inotropica dels iPSC-CM als
estimuls B-adrenérgics. Aquest fet mostrava com la maduracié dels iPSC-CM anava
acompanyada d’una millora en la resposta B-adrenérgica, donant suport als nostres
resultats. Es a dir que, tant I’Gs de tractaments hormonals com métodes més complexes
per promoure la maduracié dels iPSC-CM indueixen un augment de la resposta

inotropica quan la via B-adrenérgica és activada.

2. El fenotip donat per la mutaciéo RYR2_p.G357S altera la funcionalitat dels
RYR2, alterant I’homeostasi del Ca?* intracel-lular inicament quan s’indueix
I'activacio de la via B-adreneérgica en situacions d’estrés, podent ser
modulable pel nombre d’al-lels mutats.

La descripcié dels primers casos de la CPVT I’'any 1975 per Reid i col-laboradors (1975)3,

i la posterior descripcidé de la CPVT realitzada per Coumel i col-laboradors (1978)33,

mostraven que l'alliberacié de catecolamines era essencial per a la generacié de TVB i

TVP que podrien derivar a sincopes o MSC. El descobriment de mutacions al gen RYR2

com a causants de la CPVT, va permetre als clinics implementar el diagnostic genétic

com a eina preventiva en casos familiars de CPVT en les quals s’identificava la mutacié

causant. %41 En el cas de la familia descrita per Wangiiemert i col-laboradors ’any 2015,
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el diagnostic genétic va permetre detectar la mutacido RYR2 c.G1069A (RYR2_p.G357S)
com a causant dels casos de CPVT i evitar més casos de MSC en aquesta familia.® El
protocol clinic seguit a partir del descobriment de la mutacid inclou el seguiment regular
dels portadorsi el tractament amb B-bloquejants i en els casos més severs la implantacid

d’un DAI.

Per aquest estudi vam seleccionar portadors simptomatics de la mutacié tant
homozigots (CPVT-53 i CPVT-54) com heterozigots (CPVT-51 i CPVT-52) i un portador

asimptomatic al moment d’ingressar al protocol clinic (CPVT-55).

Els nostres experiments inicials amb els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié
RYR2_p.G357S, tant en homozigosis com en heterozigosis, es van focalitzar en com la
mutaciod podia afectar a I'acoblament E-C. A nivell basal, no vam observar cap patré que
pogués estar associat amb el nombre d’al-lels mutats. Tampoc es va observar un
comportament similar per tots els portadors de la mutaci6 RYR2_p.G357S
independentment el nombre d’al-lels mutats, siné que vam poder determinar que el

patrd era individu especific (Figura 33 i 35 esquerra i Taula $3,55-59).

Els experiments realitzats per Wangliemert i col-laboradors (2015) mostraven com el
fenotip patogenic de la mutacidé es desemmascarava quan es mimetitzava I'activacio de
la via B-adrenérgica.! Per aix0, vam realitzar experiments amb I1SO 100 nM. Els transitoris
de Ca?* induits per estimulacio eléctrica de camp en preséncia d’ISO 100 nM tampoc van
mostrar modificacions associades al nombre d’al-lels mutats. Tot i aixi va cridar I'atencié
que els iPSC-CM de l'individu heterozigot CPVT-52 i l'individu homozigot CPVT-53
mostraven uns temps d’alliberacié i recaptacido molt inferiors al control sa. En aquest
cas, aquesta modificacid6 no podia ser associada al nombre d’al-lels mutats, pero
mostrarien una major resposta durant I'aplicacio de I'ISO 100 nM (Figura 34 i 35 dreta i

Taula S4-59).

Comparant la resposta a nivell basal i en preséncia de ISO 100 nM, vam observar que
només els iPSC-CM dels individus CVPT-53, CPVT-55 i el control sa GPG1 presentaven un
augment de I'amplitud del transitori (Taula 32, S3 i S4). Aquests resultats mostraven que
tres dels sis individus tenien un augment de l'inotropisme, tot i presentar genotips

diferents envers la mutacié. La mesura dels nivells d’expressié de gens associats a
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I’acoblament E-C (CANCAIC i FKBP1B) i gens associats a la recaptacid del Ca®*
intracel-lular (ATP2A2, PLN i SLC8A1), indicaven que no hi haurien d’haver diferéncies a
nivell funcional que no estiguessin associades a la mutacié RYR2_p.G357S (Figura 36 i
37). Tots aquests resultats en conjunt van mostrar que I'efecte no era dependent del
nombre d’al-lels mutats, sind que podia estar associat a diferéncies en la maduracié

estructural dels iPSC-CM.

La falta d’organitzacié estructural i la manca de tubuls T en els cardiomiocits immadurs
disminueix la contribucié del Ca?* del reticle sarcoplasmatic en el CICR. Estudis amb cor
sencer i amb miocits aillats de rata mostren que sobretot en els primers dies després del
naixement practicament tot el Ca%* necessari perqué es doni la contraccid prové a través
sarcolemma donat per la corrent dels canals de Ca?* de tipus T (TTCC), els LTCC, altres
canals de Ca?*resistents a dihidropiridines i del corrent en mode revers del NCX.1%4-1%
Estudis de cor sencer de rata han mostrat que en nounats la contribucioé en el total del
transitori del reticle sarcoplasmatic no supera el 15%. En canvi, en individus de tres
setmanes després del naixement la contribucid del reticle sarcoplasmatic augmenta fins

al 88% del transitori total.1%*

Degut a les diferents respostes observades en els iPSC-CM dels nostres individus,
podriem trobar-nos en una situacio en qué el nivell de maduracié estructural dels iPSC-
CM fos heterogénia entre linies. Si bé no vam fer estudis ultraestructurals dels iPSC-CM
per tal d’avaluar-ho, la morfologia dels transitoris de Ca?* induits per estimulacié
eléctrica de camp suggereix que la relacié entre sarcolemma i reticle sarcoplasmatic
varia en cada cas. Tenint present aquesta possible ineficiéncia en I'lacoblament E-C, vam
decidir estudiar de manera directa I'activacié dels RYR2 utilitzant I'agonista especific

cafeina.

Els experiments de transitoris de Ca%* induits per cafeina 10 mM van mostrar un guany
de funcid a nivell basal associat a la mutacié (durada del 50% del transitori, Figura 38).
Tot i aixi el nombre d’al-lels mutats no va estar associat amb un major guany de funcio.
Amb I'aplicacié d’ISO 100 nM, el guany de funcié dels iPSC-CM dels portadors es va
mantenir, pero no vam detectar diferéncies respecte al nombre d’al-lels mutats (Figura

39).
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L'Us de cafeina indicava que podiem veure diferencies a nivell de funcié de RYR2, tot i
que només I"aplicacié d’una sola dosis no ens donava prou informacié de com la mutacid
podia afectar la funcié del RYR2. Per aquest motiu, vam realitzar corbes concentracid-
resposta de cafeina. Aquests experiments van mostrar un augment de funcié
generalitzat a nivell basal en els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacid
RYR2_p.G357S en homozigosis i heterozigosis respecte al control sa (Figura 41, 43
Esquerra i Taula 34). Aquest fet era coherent amb les observacions realitzades en els

transitoris de Ca?* induits per cafeina 10 mM en situacions basals.

Els estudis realitzats per Wangtiemert i col-laboradors (2015) mostraven com I'addicid
de forskolina promovia un guany de funcid augmentant la sensibilitat a cafeina de
RYR2_p.G357S i I'activitat SOICR.! Liu i col-laboradors (2017), en canvi van mostrar que
I’activitat de SOICR podia ser observada ja a nivell basal amb aquesta mutaci6.'® Aixd

suggereix que I'aparicié del fenotip, segons el model, pot mostrar variacions.

Al nostre model, les corbes concentracio-resposta en preséncia d’ISO 100 nM van
mostrar que el guany de funcid observat a nivell basal no podia ser augmentat (Figura
42, 43 dreta i Taula 35). Els iPSC-CM dels individus heterozigots CPVT-51 i CPVT-55, i
I'individu homozigot, CPVT-54 no van presentar un augment de funcié del RYR2 respecte
les seves condicions basals. En canvi, els iPSC-CM de l'individu heterozigot CPVT-52 i
I'individu homozigot CPVT-53 van presentar una disminucié de la funcié (Taula 36).
Aquesta disminucio en la resposta a cafeina no va ser promoguda per una disminucio de
Ca®* en el reticle sarcoplasmatic, ja que per aquests dos individus la quantitat de Ca?*
alliberada per un pols de 10 mM de cafeina en condicions basals i en preséncia d’ISO
100 nM era la mateixa (Amplitud del transitori (AF/Fo) Figura 38 i 39). Als estudis
moleculars, no es van detectar diferencies en |‘expressio dels gens associats a resposta
B-adrenérgica, suggerint que I'activitat d’aquesta via es manté sense canvis (Figura 44 i

45).

Estudis realitzats amb les mutacions RYR2_p.R176Q, RYR2_p.S406L i RYR p.R420Q
localitzades a la regid N-terminal del RYR2 en models d’iPSC-CM, mostren que el fenotip
maligna de la mutacié és observable quan es promou l'activacié de la via B-
adrenérgica.'6171%* Aquest fets corroboren les observacions fetes amb models animals

per les mutacions RYR2_p.R420W, RYR2_p.A4860G*-i RYR2_p.R4496C*/- en els quals les
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situacions d’estrés desencadenen TVB i TVP.6264197 En canvi, amb la mutacié
RYR2_p.H29D el fenotip maligne s’observa en condicions basals. Aquesta mutacid va ser
identificada en un individu que presentava TVP en repo0s. Estudis de canal Unic van
mostrar que la mutacié RYR2_p.H29D augmentava la P, i la freqiiéncia d’obertura en
resposta a concentracions baixes de Ca%* a la cara citosolica del canal sense ser fosforilat.
Aquests experiments suggerien que la mutacié RYR2_p.H29D podria generar una major
frequéncia de sparks de Ca%* que acabessin generant TVP als individus portadors en estat
basal.''® Estudis realitzats amb iPSC-CM van mostrar que la mutacié RYR2_p.H29D
presentava un guany de funcié en condicions basals. Els iPSC-CM amb el canal
RYR2_p.H29D tenien un augment de les sortides espontanies de Ca®' i una major
velocitat d’alliberacié en condicions basals que el control isogénic corregit per
CRISPR/Cas9. L'aplicacié d’ISO 1 uM no va augmentar el guany de funcié observat en
condicions basals, mostrant que la mutacié RYR_p.H29D induia un augment de funcio
dels RYR2 sense necessitat de I'activacié de la via B-adrenérgica.'®® Els nostres resultats
mostren que els individus CPVT-51, CPVT-54 i CPVT-55 tenen el mateix comportament

que |'observat per la mutacié RYR2_p.H29D.

A nivell clinic I'individu CPVT-51 va patir un presincope a 19 anys motiu pel qual se li va
implantar un DAI, que el va recuperar d’una MSC a 21 anys, i se’l va tractar amb
metoprolol. L'individu CPVT-55, és la germana de I'individu anterior, a nivell clinic no se
li coneixien simptomes. L'individu CPVT-54 no té cap parentesc directe amb els altres,
pero aquest ja havia presentat diversos episodis de sincopes, el primer a 8 anys. Per
aquest motiu, se li va implantar un DAI i se’l va tractar farmacologicament amb
propanolol. Tant els analisis funcionals realitzats amb els iPSC-CM com la
simptomatologia de l'individu heterozigot CPVT-51 i l'individu homozigot CPVT-54,
mostren que el nombre d’al-lels mutats no té un paper clau en la penetrancia d’aquesta
mutacio. Les corbes concentracid-resposta mostren que els RYR2 dels individus CPVT-
51, CPVT-54 i CPVT-55 presenten un guany de funcid, similar tant en condicions basals
com en presencia d’ISO 100 nM. Aquest fet permet especular sobre |'estequiometria
necessaria de la mutacié RYR2_p.G357S dins el tetramer per tal d’induir la modificacié
de la funcié del canal. Estudis realitzats per Wilson i col-laboradors (2021) en animals

knock in per la mutacié en RYR2_V2475F*- mostren que, si ambdds al-lels s’expressen
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de forma similar, Unicament els canals que estan formats per dues o més subunitats
mutades veuen afectada la seva funcié. Mostrant que aproximadament un 70% dels
canals presenten un guany de funcié.'®® Suposant que tant I’al-lel portador de la mutacié
RYR2_p.G357S com el WT s’expressin al mateix nivell, ens podriem trobar en una
situacié semblant, en la qual canals amb dos o més monomers mutats (68.5% de totes
les combinacions) produirien I'augment de funcié els iPSC-CM dels nostres individus
heterozigots. Aquest guany de funcid seria quantitativament semblant al dels individus
homozigots. Una altra possibilitat és que només un monomer sigui suficient per produir

I'efecte.

A nivell clinic, els individus CPVT-52 (heterozigot) i CPVT-53 (homozigot) han mostrat
simptomatologies diferents. L'individu CPVT-52 va experimentar un sincope en situacio
de repds a 39 anys i se li va implantar un DAI. En canvi, I'individu CPVT-53 va patir un
sincope a 8 anys i també se li va implantar un DAI i es va iniciar el tractament amb
nadolol. Els iPSC-CM d’aquests dos individus mostren també un guany de funcié en
condicions basals. Aixo concordaria amb I’hipotesi que hem plantejat de la formacié dels
tetramers de RYR2 segons I'estudi de Wilson i col-laboradors (2021).2°8 No obstant aixo,
el guany de funcié disminuia en preséncia d’ISO 100 nM, la qual cosa diferia molt del
que esta descrit per mutacions del RYR2 fins al moment. Aquests individus tenen un
parentesc de segon grau, ja que son primera (CPVT-52) i tercera generacio (CPVT-53) del
mateix nucli familiar. La linia CPVT-53, presenta la mutacié amb homozigosis i a nivell
basal mostrava un guany de funcié superior a les dels altres individus, pero en preséncia
de I'estimul B-adrenergic la funcié dels RYR2 va disminuir fins als nivells de les altres
linies (CPVT-51, CPVT-54i CPVT-55). L'individu CPVT-52, mostrava a nivell basal un guany
de funcié similar als individus CPVT-51, CPVT-54 i CPVT-55, pero durant I'aplicacié d’ISO
100 nM Ia funcié va disminuir fins a nivells propers a |'estat basal dels iPSC-CM de
I'individu control sa. Aquests fets suggereixen, per una banda que el comportament a
nivell basal és equiparable a I'observat en la mutacié RYR2_p.H29D i, per I'altra, que la
composicio dels tetramers de RYR2 podria ser semblant a la descrita per Wilson i

col-laboradors (2021).160.198

Com s’ha mencionat, els iPSC-CM dels individus, CPVT-52 i CPVT-53 van presentar una

disminucié de la funcié en presencia d’ISO 100 nM. Al formar part del mateix llinatge
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familiar (12 i 32 generacid, respectivament), aquests dos individus podrien compartir

algun factor protector que expliqués la reversié en el guany de funcié observada.

3. El guany de funcié al RYR2 causat per la mutacié6 RYR2_p.G357S es veu
mitigat per la reduccio de la quantitat de proteina present en els iPSC-CM
La mutacié RYR2_p.G357S es localitza en el subdomini B del domini N-terminal del RYR2.
Aquesta regié és essencial per a la regulacio de la finalitzacié de I'alliberacié de Ca?*, per
aix0 mutacions en aquesta regid poden augmentar l'activaci6 de RYR2 per la
desestabilitzacid de les interaccions entre el subdomini A i B.”> Per altra banda, Liu i
col-laboradors (2017) van mostrar mitjangant experiments de western blot i d’unio6 de
rianodina [3H] com en un model d’expressid heterdloga la mutacié RYR2_p.G357S reduia
la quantitat de RYR2. Experiments d’estabilitat termica realitzats Unicament amb la regié
qgue compren els subdominis A, B i C van mostrar que la mutacié RYR2_p.G357S,
localitzada en un bucle que connecta dos fulls B, induia la desestabilitzacié d’aquests

subdominis fet que podria explicar la reduccié de la quantitat de proteina expressada.'8°

Els nostres experiments amb els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacid
RYR2_p.G357S no van mostrar diferéncies ni en els nivells d’RNA ni en els de proteina
respecte I'individu control sa. Aixo suggereix que la mutacido RYR2_p.G357S no indueix

la degradacié de la proteina en condicions natives.

L’estabilitat de RYR2 amb altres mutacions localitzades en el domini N-terminal ha estat
analitzada utilitzant models animals, models d’expressié heterologa i iPSC-CM (Figura

48) .

163



Discussio

S406L

H29D R176Q  G230C F329L G357S jﬁi%%’p
|
| N-B | N-C
206 395 532
: Cterm
Citoplasma T

W

Reticle v N s ’ \ ;
Sarcoplasmatic Monomer
RYR

Figura 48. Localitzacio de les mutacions en el domini N-terminal de les quals s’ha estudiat

I'efecte en I'estabilitat de la proteina. Es mostra la linealitzacié del domini N-terminal d’un
monomer de RYR2, la separacio en els seus subdominis (N-A, N-B i N-C) i la posicié de cada una

de les mutacions de les quals s’ha avaluat la implicacié en la degradacio de RYR2.

Utilitzant un model de ratoli knock in es va determinar que la mutacié RYR2_p.R176Q,
localitzada en el subdomini A, no afectava en el nivell d’expressié del gen RYR2 nien la
quantitat de proteina.'®® Mitjancant un model d’expressid heterologa es va estudiar la
mutaciéo RYR2_p.G230C, localitzada en el subdomini B en un motiu conservat glicina-
glicina proper a la unié dels subdominis A i B. L’estudi d’estabilitat termica del domini N-
terminal va mostrar que la mutacié induia la desestabilitzacié del domini, pero sense
modificar la quantitat de proteina.''® Una altra mutacid localitzada en el subdomini B és
la RYR2_p.F329L, que es troba en una regid molt hidrofobica en el subdomini B i
introdueix una cadena lateral hidrofobica més petita que podria reduir
I’empaquetament de la regié. Mitjancant experiments de cromatografia es va poder

observar com expressant Unicament el domini N-terminal, aquest es degradava. 2%°

La mutaciéo RYR2_p.L433P s’ha vist que causa una disminucié de la hidrofobicitat del
domini, causant un trencament en les a-héelix i la desestabilitzaciéo de subdomini C. En
experiments de cromatografia, amb Unicament el domini N-terminal, es va observar que
la mutacid RYR2_p.L433P causava la degradacié del domini.?® Tot i aixd, experiments
d’expressié heterologa amb HEK-293T no van mostrar diferéncies en la quantitat de
proteina.'’®> Aquests experiments mostren que la inestabilitat del domini N-terminal

aillat no implica un efecte en I'estabilitat de la proteina sencera.
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Estudis en models d’iPSC-CM per mutacions localitzades al subdomini A com la
RYR2_p.H29D i les localitzades al subdomini C com les RYR2_p.S406L i RYR2_p.R420Q,
van mostrar que cap d’aquestes mutacions induia canvis dels nivells de proteina del

RYR2. 160,162,164

Tots aquests indicis concorden amb els nostres resultats, on la quantitat de proteina i
d’RNA del RYR2 no es veuen afectats per la mutacié RYR2_p.G357S al contrari del que
suggerien Liu i col-laboradors (2017) amb un model d’expressié heterdloga.'®® No
obstant aix0, la inestabilitat térmica dels subdominis ABC del domini N-temrinal,
mostrada pels mateixos autors, podria explicar el guany de funcié observat en els iPSC-

CM portadors de la mutacié RYR2_p.G357S.

4. El patrimoni genetic dels individus modula la severitat del fenotip de la
mutacio RYR2_p.G357S

Les canalopaties mostren expressivitat variable i penetrancia incompleta. Aquest fet ha

estat associat al patrimoni genetic dels individus, el qual pot modular I"'expressid i

severitat del fenotip en els individus.>*>° Entre els individus que formen part del nostre

estudi, tenim dos clars casos en qué el patrimoni genétic juga un paper modulador en

I’expressid del fenotip.

El primer és el cas dels individus CPVT-51 i CPVT-55, els quals sén dos germans
heterozigots. La diferencia a nivell clinic entre aquests individus és que I'individu CPVT-
51 va patir un episodi de sincope a 19 anys i una MSC recuperada a 21 anys i, en canvi,
la germana CPVT-55 no ha mostrat cap simptomatologia. En els experiments de
transitoris de Ca?* induits per cafeina 10 mM (Figura 38, 39 i 40 ; Taula S10-12) els iPSC-
CM de l'individu CPVT-51 van mostrar una durada del 50% del transitori major, fet que
mostrava que el canal era més actiu que en els iPSC-CM de la seva germana en
condicions basals i en presencia d’'ISO 100 nM (Basal: CPVT-51=932.72+14.50ms vs.
CPVT-55=811.1948.67, p-valor=1.84E-17 ; I1SO 100 nM: CPVT-51=888.97+13.37ms vs.
CPVT-55=746.82+8.34ms, p-valor=2.64E-12). En canvi, la funcié global del canal
mesurada en les corbes concentracio-resposta era semblant entre els dos individus en
condicions basals i en preséncia d’ISO 100 nM no es modificava la funcié (Basal: CPVT-

51=1.77+0.30 mM vs. CPVT-55=1.45+0.20 mM p-valor=0.4241 ; ISO 100 nM: CPVT-
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51=1.86+0.14 mM vs. CPVT-55=1.83+0.31 mM, p-valor=0.8850). Aquests fets suggerien
que diferéncies en el patrimoni genétic dels germans serien les causants que I'individu
CPVT-51 fos més susceptible a patir arritmies malignes. Dins el genoma d’aquest individu
varem poder determinar la preséncia de quatre variants Uniques de les quals dos tenien
una freqliiéncia poblacional molt baixa (Taula 37). Aquestes van ser la variant
SCN11A c.A5366G (Nay1l.9_p.H1789R) i TTN_ c.G51662A (TTN_ p.R17221H). A la
literatura no varem trobar estudis funcionals, per aquestes mutacions les varem

classificar com a VSI.

El gen SCN11A codifica pel canal de sodi depenent de voltatge Nay1.9, aquest canal es
troba localitzat en el sistema nervids periféric principalment en neurones primaries
sensitives de nocicepciod en els ganglis de 'arrel dorsal i trigeminals i en les cel-lules AH
del plexe mienteric a l'intesti. Fins al moment, només s’han identificat mutacions al
Nayv1.9 que generen un guany de funcid i estan associades a episodis de dolor, dolor
neuropatic i en alguns casos insensibilitat al dolor.?%! Altres autors també han associat
aquest gen amb altres patologies. Coll i col-laboradors (2016) van estudiar una cohort
de pacients amb epilépsia que havien patit mort sobtada (SUDEP). En aquest estudi van
identificar una variant rara en el gen SCN11A que podria tenir un rol patogenic en la

SUDEP.202

A nivell fisiologic hi ha altres mecanismes regulats pel sistema nervids periféric que
impliquen la correcta funcié del canal Nay1.9. Els estimuls mecanics i quimics originats
en els musculs durant I'exercici incrementen I’activitat del canal Nav1.9 localitzat a les
neurones aferents del grup Il i IV del sistema nervids simpatic. L'augment d’activitat
d’aquestes vies iniciara el reflex pressor de I'exercici (RPE), que augmentara la pressio
sanguinia i la freqliéncia cardiaca. S’ha vist que aquesta resposta és exagerada en
individus amb hipertensié, malaltia vascular periférica i en pacients amb insuficiencia
cardiaca. Un RPE exagerat en individus amb aquestes patologies esta associat a un
augment del risc d’infart de miocardi.?®® Aquestes observacions suggereixen que
mutacions en el canal Nayl.9 que poguessin alterar el RPE podrien alterar el ritme

cardiac i augmentar el risc d’arritmies.
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L'altra mutacio identificada en aquest mateix individu és la TTN_p.R17221H. El gen TTN
codifica per la proteina anomenada titina, que serveix com connexié entre el disc Zi la
linia M dels sarcomers. A més de la funcid purament estructural, la titina és important
per la formacié del sarcomer, sensibilitat mecanica i transduccié del senyal.?* El 20-25%
dels casos de cardiomiopatia dilatada s’han associat a mutacions al gen TTN, sent
majoritariament canvis nucleotidics que generen truncaments en la proteina i que
principalment desorganitzen el sarcomer.®?%¢ Hinson i col-laboradors (2015) van
realitzar estudis amb iPSC-CM d’individus amb truncaments i una mutacié de canvi de
sentit en el gen TTN. Van mostrar com la mutacié de canvi de sentit TTN_ p.W976R
causava la reduccié d’'un 50% en la for¢a de contraccié. Mostrant com mutacions de
canvi de sentit també poden tenir un rol patogénic en la cardiomiopatia dilatada i no
Unicament els truncaments.?%> La mutacié de canvi de sentit trobada en I'individu CPVT-
51 es troba a la banda A a diferéncia de la mutacié descrita per Hinson i col-laboradors
(2015) que es troba a la banda 1.2%° La banda A de la titina es creu que actua com a motlle
en la miofibrilogenesis regulant I'assemblatge de filaments gruixuts de miosina.?%®
Truncaments en aquesta regid, com els observats per Hinson i col-laboradors (2015),
produeixen la desorganitzacié i redueixen la longitud dels sarcomers. Aixo0 provoca la
disminucio de la forca de contraccié causant una resposta alterada a I'estrés mecanic i
a la resposta B-adrenérgica dels iPSC-CM.2%> Schick i col-laboradors (2018) mostren com
truncaments en la banda A de la titina alteren la formaci¢ i I'estabilitat dels sarcomers.
A nivell funcional aquests investigadors van determinar que el truncament en la titina
alterava I"'amplitud de la contraccié sense efectes en I'amplitud del transitori de Ca?*
induit per estimulacié eléctrica. Aquests van mostrar que els defectes causats pels
truncaments en la titina afecten al mecanisme de contraccid i el de recaptacié del Ca?*
intracel-lular, perd no alteren el mecanisme d’alliberacié del Ca?* intracel-lular tot i la
reduccid de I'expressié de RYR2.2%7 Semblant als resultats de Hinson i col-laboradors
(2015), Schick i col-laboradors (2018) van determinar que la resposta B-adreneérgica

també es veia alterada.20>207

Tot i les evidéncies presentades per Hinson i col-laboradors (2015) mutacions de canvi
de sentit poden tenir també un paper modulador.?%> Akinrinade i col-laboradors (2019)

van estudiar una cohort de pacients afectats amb cardiomiopatia dilatada. Aquests van
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mostrar que un 69% de les mutacions de canvi de sentit classificades com a deletéries
identificades en la TTN es localitzaven a la regié de la banda A. Tot i aixi, aquests
investigadors determinen que variants de canvi de sentit de freqliencia baixa en el gen

TTN podrien tenir un paper modulador de la severitat de la malaltia.?%®

S’ha mostrat que tant el canal Nay1.9 com la titina juguen un paper fonamental en la
regulacié de la freqiiéncia del batec i en la contraccié cardiaca. Mutacions en els gens
codificants per aquestes dues proteines, com les identificades en l'individu CPVT-51,
podrien alterar el funcionament normal del cor. Els defectes en la contraccié que podria
induir la mutacié TTN_p.R17221H conjuntament amb la modificacié del reflex RPE en
situacions d’estreés fisic induit per la mutacié Nay1.9_ p.H1789R i el guany de funcid de
RYR2 induit per la mutacié RYR2_p.G357S podrien formar en conjunt un substrat
arritmogeénic suficient per explicar per qué aquest individu va patir una MSC i, en canvi,

la seva germana, l'individu CPVT-55, és asimptomatica.

A nivell clinic I'individu heterozigot CPVT-52 va tenir un sincope a 39 anys, mentre que
I'individu CPVT-53 el va tenir a 8 anys. A nivell del nostre model experimental, els
transitori de Ca**amb cafeina 10 mM (Figura 38, 40 i Taules S10 i S12) van mostrar una
durada major en els iPSC-CM de l'individu CPVT-52 que en l'individu CPVT-53 (CPVT-
52=819.03+10.18ms vs. CPVT-53=752.54+8.59ms, p-valor=0.0005), suggerint que RYR2
es trobava més temps obert durant el transitori de Ca?*. Tot i aix0, I'aplicacié d’ISO 100
mM (Figura 39-40 i Taula S11-12) va igualar la funcié en els iPSC-CM d’ambdds individus
(CPVT-52=758.60+13.54ms vs. CPVT-53=792.97+8.66ms, p-valor=0.2477). En canvi, les
corbes concentracié-resposta a nivell basal (Figura 41 i 43, Taula 34) van mostrar que la
sensibilitat a cafeina era superior als iPSC-CM de I'individu CPVT-53 (CPVT-52=1.9740.15
mM vs. CPVT-53=1.06+0.13 mM , p-valor=0.016). Pero, I'aplicacié d’ISO 100 nM (Figura
42 i43, Taula 36) va promoure la disminucid de la sensibilitat a cafeina respecte les seves
condicions basals en els iPSC-CM d’ambdés individus (Basal: CPVT-52=1.97+0.15 mM vs.
ISO 100 nM=2.5440.12 mM, p-valor=0.0180 ; CPVT-53: Basal=1.06+0.13 mM vs. ISO 100
nM=1.84+0.07 mM, p-valor=2.23E-04).

L'alliberacié de catecolamines en situacions d’estrés indueix |’activacié de la via B-

adrenergica en els cardiomiocits, causant la fosforilacié de RYR2 i 'augment de la seva
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funcié.1%22 No obstant aix0, els iPSC-CM dels individus CPVT-52 i CPVT-53 han mostrat
la resposta contraria, és a dir, una disminucié de I'activitat dels RYR2 en presencia d’ISO
100 nM respecte les condicions basals. El grau de parentesc d’aquests dos individus
podria estar indicant que comparteixen alguna variant que podria estar modulant la
resposta a l'estimulacid B-adrenérgica. L'alta freqliencia poblacional de les variants
compartides per aquests dos individus i la seva classificaci6 com a variant benignes
(Taula 38) suggereix que cap de les variants trobades pot tenir un paper en una resposta

fisiologica anomala.

5. Discussio global dels resultats obtinguts

El nostre estudi dona suport a qué la mutacié RYR2_p.G357S indueix un guany de funcid
tal com varen mostrar Wangiiemert i col-laboradors (2015)! i Liu i col-laboradors
(2017).18 El mecanisme estructural del guany de funcié de la mutacié RYR2_p.G357S
proposat per Liu i col-laboradors (2017) es basa en que el canvi RYR2 p.G357S
interferiria en el plegament correcte del domini N-terminal i simultaniament provocaria
una reduccid en la quantitat de proteina.'® Tot i que, en els iPSC-CM dels portadors
hem observat un guany de funcid, no es va observar una reduccié de la quantitat de
proteina de RYR2. Aquesta diferéncia podria donar-se per I'Gs de diferents models com
els natius (iPSC-CM) o d’expressié heterologa (HEK-293T). Tot i que, els nostres
experiments no donen informacié sobre I'estabilitat estructural de RYR2, la semblanca
en la quantitat d’aquesta proteina en els iPSC-CM dels individus portadors i el control sa
no dona suport a I’hipotesi de la inestabilitat del domini N-terminal plantejada per Liu i
col-laboradors (2017).18°

Comparant la simptomatologia dels nostres individus amb els resultats obtinguts amb
els iPSC-CM podem afirmar que el guany de funcié a nivell basal i insensible a ISO 100
nM observat en els iPSC-CM dels individus CPVT-51, CPVT-54 i CPVT-55 pot generar el
substrat necessari per a la generacid d’arritmies malignes en situacions d’estres. Aquest
fet explicaria els casos de sincopes i MSC en situacions d’estres als individus CPVT-51 i
CPVT-54. En canvi, per l'individu CPVT-55 no podem relacionar el guany de funcié amb
simptomatologia, ja que no es té registrat que patis cap episodi abans de l'inici del
tractament. La diferéncia de fenotip clinic de l'individu CPVT-51 respecte la seva

germana, l'individu CPVT-55, potser esta relacionat amb la preséncia de les mutacions
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Nav1.9 p.H1789R i TTN_p.R17221H que, juntament amb la mutacié RYR2_p.G357S,
formarien un substrat més arritmogenic en aquest individu.

Varem observar que els iPSC-CM de I'individu homozigot CPVT-53 presentaven amb més
severitat el substrat proarritmic, fet que es podria associar amb el sincope a 8 anys. Tot
i ix0, la preséncia d’ISO 100 nM redueix el guany de funcié a nivells semblants als iPSC-
CM dels individus anteriors. Finalment, els iPSC-CM de I'individu CPVT-52 mostren
també que el substrat proarritmic és disminuit a nivells inferiors als iPSC-CM dels altres
individus. Es a dir, que tot i tenir el substrat proarritmic, la simptomatologia hauria de
ser més lleu. Aixo podria explicar la historia clinica de I'individu que registra un sincope

a 39 anys, edat tardana comparat amb la mitja d’inici dels simptomes en la CPVT.

Wangiemert i col-laboradors (2015) van mostrar que tant |’expressivitat com la
penetrancia de la mutacié RYR2_p.G357S és relativament baixa en aquesta gran familia.!
Liu i col-laboradors (2017) justifiquen la baixa penetrancia i expressivitat mostrant com
en el seu model la mutacié desestabilitza els RYR2 induint-ne la degradacio.'® Els
nostres experiments de qPCR i western blot mostren que tant I'expressié com la
quantitat de RYR2 no varien entre linies. Les corbes concentracid-resposta de cafeina
mostren indicis que els familiars CPVT-52 i CPVT-53 compartirien algun factor genetic
gue els donaria una resposta diferent als altres individus en situacions d’estrés. Aquest
fet dona suport a la variabilitat fenotipica observada en els portadors de la mutacid

RYR2_p.G357S, perd no permet establir associacions més robustes.

Per completar els estudis realitzats en aquesta tesi doctoral creiem que seria interessant
implementar I'edicid geneética mitjancant CRISPR/Cas9 per tal d’obtenir linies
isogéniques d’iPSC-CM amb i sense la mutacié RYR2_p.G357S. Aix0 permetria relacionar
el context cel-lular donat pel patrimoni genetic de l'individu amb I'efecte de
desestabilitzacié del domini N-terminal donat per la mutacié RYR2_p.G357S. Una altra
aproximacio que ens donaria més informacié de I’efecte de la mutacio seria generar un
animal knock in. Estudis realitzats per Willis i col-laboradors (2021) van mostrar que les
ceél-lules de Purkinje tenien un llindar inferior per a la generacié de DADs i EADs. > Per
tant, seria interessant determinar com la mutacio afecta tant als cardiomiocits adults

com al sistema de conduccid.
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Conclusions

El tractament amb T3+Dex entre els dies 16-30 postinici de diferenciacio
introdueix millores a la resposta B-adrenergica en els iPSC-CM associades a
I"augment de la maduresa funcional.

Els experiments amb estimulacié eléctrica de camp no van permetre establir una
associacid entre els parametres dels transitoris de Ca?* induits i el nombre
d’al-lels mutats. L'augment de maduresa aconseguit en els iPSC-CM
probablement no és suficient per establir diferéncies en I’'acoblament E-C.

Els transitoris de Ca?* induits per cafeina 10 mM, tant en condicions basals com
en presencia d’ISO 100 nM, mostren un augment en la durada del transitori en
els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S. Aquest
augment en la durada del transitori és indicatiu d’un guany de funcié del canal
mutat.

Les corbes concentracié-resposta de cafeina en condicions basals mostren un
augment de sensibilitat a aquest agonista en els iPSC-CM dels portadors de la
mutacid RYR2_p.G357S, respecte als iPSC-CM del control sa. Aquest augment de
la sensibilitat és també indicatiu d’un guany de funcié del canal mutat.

En preséncia d’ISO 100 nM, la sensibilitat a cafeina dels iPSC-CM del control sa
es veu augmentada respecte la condicié basal. Els iPSC-CM RYR2_p.G357S, en
canvi, no mostren augment de la sensibilitat a cafeina o és disminuida. Aquesta
resposta anomala de la via B-adrenérgica explica en part el substrat arritmic dels
individus.

El guany de funcié induit per la mutacid RYR2_p.G357S no ve causat per un
augment en la quantitat de proteina.

Els estudis moleculars no mostren diferéncies en els nivells d’expressio dels gens
involucrats en I"acoblament E-C, recaptacié del Ca?* intracel-lular i de resposta a
I’estimul B-adrenergic entre els iPSC-CM de I'individu control sa i dels portadors
de la mutacié RYR2_p.G357S. Aquests resultats suggereixen que els gens
estudiats no contribuirien en el guany de funcié del canal RYR2_p.G357S.

Les mutacions Nay1.9 p.H1789RiTTN_p.R17221H trobades a I'individu CPVT-51
podrien explicar la diferéncia en I'expressivitat del fenotip respecte al seu

familiar CPVT-55.

173



9.

10.

Conclusions

La disminucié de funcié de RYR2_p.G357S en presencia d’ISO 100 nM observada
en els individus CPVT-52 i CPVT-53 no pot ser explicada per les variants
genétiques compartides entre aquests dos familiars.

Tots els resultats en conjunt suggereixen que el guany de funcid causat per la
mutacid RYR2_p.G357S en condicions basals i la seva resposta anomala a
I’estimulacié B-adrenergica es el substrat arritmogeénic necessari per qué és
formin les arritmies malignes. La baixa penetrancia i expressivitat de la mutacio
en la gran familia de les llles Canaries no és donada per la degradacié del RYR2.
Sind que variants individuals, com les trobades en aquest estudi, podrien
augmentar o disminuir la severitat del fenotip dels individus portadors de la

mutacio.
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Annex

1. Criteris per a la classificacio de variants genétiques

1.1 Descripcio dels Criteris

Criteris sobre dades poblacionals:
BA1: La frequiéncia al-lélica de la variant genética és superior al 5% en les bases de
dades de poblacié general.
BS1: La freqiiéncia al-lélica de la variant genética és superior a I'esperada per la
malaltia.
PM2: La variant genetica és absent o té una frequéncia extremadament baixa en
controls en el Exome Sequencing Project, 1000 Genomes o ExAC.
PS4: La prevalenca en individus afectats és estadisticament superior respecte als
controls.

Criteris sobre dades computacionals i predictives:
PVS1: Variants predites com a nul-les en un gen on la pérdua de funcié és un
mecanisme descrit en la malaltia.
PS1: Canvi de nucledtid que a nivell de proteina resulta en el mateix canvi
d’aminoacid que una variant classificada préviament com a patogenica.
PM5: Nova variant de canvi de sentit que ocorre a la mateixa posicié d’aminoacid
gue una altra considerada patogénica.
PM4: La longitud de la proteina canvia degut a INDELS in frame en una regié sense
repeticions o per variants de pérdua de codd STOP.
BP3: INDELS in frame en una regid repetitiva sense funcié coneguda.
PP3: Multiples linies predictores computacionals coincideixen en la prediccié d’un
efecte deleteri en el gen o en el producte genic.
BP4: Multiples linies predictores computacionals coincideixen en el fet que la
variant no té un efecte deleteri en el gen o en el producte geénic.
BP7: Variant sindnima per la qual els algoritmes predictors de splicing no preveuen
impacte en la seqiiéncia consens de splicing, no hi ha creacié d’un nou lloc de
splicing i el nucleodtid no és altament conservat.
BP1: Variants de canvi de sentit en gens en els quals es coneix que els truncaments

son la principal causa de la malaltia.
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Criteris sobre dades funcionals:
PS3: Estudis funcionals in vitro o in vivo ben establerts mostren efecte perjudicial
sobre el gen o producte genic.
BS3: Estudis funcionals in vitro o in vivo ben establerts mostren que no hi ha un
efecte perjudicial sobre el gen o producte genic.
PM1: Variant localitzada en dominis de la proteina coneguts per ser critics en la
funcié de la proteina i en els quals totes les variants de canvi de sentit sén
patogeniques.
PP2: Variants de canvi de sentit identificades en gens en els quals aquest tipus de
variants sén causa comuna de la malaltia i la presencia de variants de canvi de
sentit benignes és molt baixa.

Criteris de segregacio:

o PP1: Co-segregacio de la variant amb la malaltia en multiples membres afectats en

un gen amb associacio clara amb la malaltia.

o BS4: Falta de segregaci6 de la variant en membres afectats de la familia.

Criteris sobre dades de novo:

o PS2: Mutacio de novo en un pacient amb malaltia pero sense historia familiar i amb

paternitat i maternitat confirmades.

o PM6: S’assumeix que la mutacio és de novo, pero la paternitat i maternitat no estan

confirmades.

Criteris sobre dades al-leéliques:

o PM3: En malalties autosomiques recessives, la preséncia d’'una variant en cis

(mateix al-lel) o en trans (diferents al-lels) amb una variant patogénica coneguda,
pot considerar-se com a evidéncia de rol patogenic.

BP2: En malalties autosomiques recessives, la preséncia d’una variant en cis
(mateix al-lel) o en trans (diferents al-lels) amb una variant patogénica coneguda,
pot considerar-se com a evidéncia de rol benigne.

Criteris sobre altres dades addicionals:

o PP4: El fenotip dels pacients o historia familiar, és altament especifica per una

malaltia amb una sola etiologia genética.
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1.2.Combinacid dels criteris per assolir cadascuna de les classificacions
e Patogenica (P):
o 1 Criteri patogenic very strong |
= >1 Criteri patogeénic strong O
= > Criteris patogénics moderate O
= 1 Criteri patogénic moderate | 1 Criteris patogenics supporting O
= > 2 Criteris patogénics supporting
o 22 Criteris patogénics Strong O
o 1 Criteri patogénic strong |
= >3 Criteris patogénics moderate O
= 2 Criteris patogenics moderate i 2 2 Criteris patogénics supporting O
= 1 Criteri patogénic moderate i > 4 Criteris patogénics supporting
e Possiblement patogeénica (PP):
o 1 Criteri patogénic very strong | 1 Criteri patogénic moderate O
o 1 Criteri patogénic very strong | 1 Criteri patogeénic supporting O
o 1 Criteri patogenic strong | 1-2 Criteris patogénics moderate O
o 1 Criteri patogenic strong | > 2 Criteris patogenics supporting
o 23 Criteris patogenics moderate O
o 2 Criteris patogenics moderate | > 2 Criteris patogénics supporting O
o 1 Criteri patogenic moderate | 2 4 Criteris patogenics supporting
e Possiblement Benigne (PB):
o 1 Criteri Benigne strong | 1 Criteri Benigne supporting O
o 22 Criteris Benignes supporting
e Benigne (B):
o 1 Criteri Benigne stand-alone O
o 2 Criteris benignes strong
e Variant de significat incert (VSI): si no es compleixen cap de les combinacions

anteriors o si els criteris patogénics i benignes sén contradictoris.
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2. Caracteritzacio de les linies iPSC generades

2.1. Tincié de fosfatasa alcalina i cariotips

Figura S1. Tincio de la fosfatasa alcalina (esquerra) i cariotip (dreta) de la linia iPSC de I'individu

CPVT-52.
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Figura S2. Tincio de la fosfatasa alcalina (esquerra) i cariotip (dreta) de la linia iPSC de I'individu

CPVT-53.

Figura S3. Tincio de la fosfatasa alcalina (esquerra) i cariotip (dreta) de la linia iPSC de I'individu

CPVT-54.
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Figura S4. Tincié de la fosfatasa alcalina (esquerra) i cariotip (dreta) de la linia iPSC de 'individu

CPVT-55.

Figura S5. Tincié de la fosfatasa alcalina (esquerra) i cariotip (dreta) de la linia iPSC de 'individu

GPG1.
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2.2. Immunofluoresceéncies dels marcadors de pluripoténcia

TRA-1-81

Figura S6. Immunoforescéncia de arcados de pripoténcia de H linia iPSC de l'individu
CPVT-52. Mostren marcatge positiu pels marcadors NANOG i TRA-1-81 (part superior), OCT4 i
SSEA-3 (part mitja), SOX2, SSEA-4 i TRA-1-60 (part inferior). La barra de calibracié equival a 50
pum.

TRA-1-81

Figura S7. Immunofluorescéncia de marcadors de pluripoténcia de la linia iPSC de I'individu
CPVT-53. Mostren marcatge positiu pels marcadors NANOG i TRA-1-81 (part superior), OCT4 i
SSEA-3 (part mitja), SOX2, SSEA-4 i TRA-1-60 (part inferior). La barra de calibracié equival a 50

pum.
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TRA-1-81

Figura S8. Immunofluorescéncia de marcadors de pluripoténcia de la linia iPSC de l'individu
CPVT-54. Mostren marcatge positiu pels marcadors NANOG i TRA-1-81 (part superior), OCT4 i
SSEA-3 (part mitja), SOX2, SSEA-4 i TRA-1-60 (part inferior). La barra de calibracié equival a 50

pum.

TRA-1-60

Figura S9. Immunofluorescéncia de marcadors de pluripoténcia de la linia iPSC de I'individu
CPVT-55. Mostren marcatge positiu pels marcadors NANOG i TRA-1-81 (part superior), OCT4 i
SSEA-3 (part mitja), SOX2, SSEA-4 i TRA-1-60 (part inferior). La barra de calibracié equival a 50

pum.
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TRA-1-81

TRA-1-60

Figura S10. Immunofluorescéncia de marcadors de pluripoténcia de la linia iPSC de I'individu
GPG1. Mostren marcatge positiu pels marcadors NANOG i TRA-1-81 (part superior), OCT4 i SSEA-
3 (part mitja), SOX2, SSEA-4 i TRA-1-60 (part inferior). La barra de calibracié equival a 50 um.

2.3. Immunofluorescéncia marcadors de diferenciaci6 a endoderm, mesoderm i

ectoderm

Figura S11. Immunohistoquimica de la diferenciacié in vitro a les tres capes germinals de la
linia iPSC de I'individu CPVT-52. La diferenciacid in vitro mostra la capacitat de la linia iPSC de
I'individu CPVT-52 de diferenciar-se a tipus cel-lulars d’endoderm (part superior), mesoderm

(part mitja) i ectoderm (part inferior). La barra de calibracié equival a 50 um.

219



Annex

Figura S12. Immunohistoquimica de la diferenciacio in vitro a les tres capes germinals de la
linia iPSC de l'individu CPVT-53. La diferenciacio in vitro mostra la capacitat de la linia iPSC de
I'individu CPVT-53 de diferenciar-se a tipus cel-lulars d’endoderm (part superior), mesoderm

(part mitja) i ectoderm (part inferior). La barra de calibracié equival a 50 um.

Figura S13. Immunohistoquimica de la diferenciacio in vitro a les tres capes germinals de la
linia iPSC de I'individu CPVT-54. La diferenciacid in vitro mostra la capacitat de la linia iPSC de
I'individu CPVT-54 de diferenciar-se a tipus cel-lulars d’endoderm (part superior), mesoderm

(part mitja) i ectoderm (part inferior). La barra de calibracié equival a 50 um.
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Figura S14. Immunohistoquimica de la diferenciacio in vitro a les tres capes germinals de la
linia iPSC de l'individu CPVT-55. La diferenciacid in vitro mostra la capacitat de la linia iPSC de
I'individu CPVT-55 de diferenciar-se a tipus cel-lulars d’endoderm (part superior), mesoderm

(part mitja) i ectoderm (part inferior). La barra de calibracié equival a 50 um.

Figura S15. Immunohistoquimica de la diferenciacid in vitro a les tres capes germinals de la
linia iPSC de I'individu GPG1. La diferenciacid in vitro mostra la capacitat de la iPSC de I'individu
linia GPG1 de diferenciar-se a tipus cel-lulars d’endoderm (part superior), mesoderm (part mitja)

i ectoderm (part inferior). La barra de calibracié equival a 50 um.
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2.4. Anticossos primaris i secundaris utilitzats per immunofluorescéncies de

marcadors de pluripoténcia i de cardiomiocits

Taula S1. Anticossos primaris utilitzats per a les immunofluorescéncies de marcadors de

pluripoténcia, endodérmics, mesodérmics i ectodérmics.

Anticos Dilucio Referéncia
anti-OCT4 1:2 sc-5279, Santa Cruz, Dallas, TX, EAU
© anti- ) .
% NANOG 1.5 AF1997, R&D Systems, Minnesota, MN, EUA
§_ anti-SOX2 1:100 PA1-16968, ABR
5 anti- . i , .
S‘ SSEA3 1:1 MC-631, Hybridoma Bank, lowa City, IA, EUA
P anti- 1:1 MC-813-70, Hybridoma Bank
g SSEA4 ' s
° :
g a”tl'_'ggA' 1:100 MAB4360, Millipore, Burlington, MA, EUA
= :
anti-TRA- 1 100 MAB4381, Millipore
1-81
anti-TUJ1 1:40 MMS-435P, Covance-Biolegeng, Dedham, MA, EUA
o anti-GFAP 1:1000 70334, Dako-Agilent Technologies
N
o ° anti-ASA 1:400 A2172, Sigma Aldrich- Merck
o @ Anti- _ _
© O 1:400 A5228, Sigm Aldrich-Merck
S ASMA
S35 anti-AFP 1:200 A0008, Agilent Technologies
anti- . .
FOXA2 1:50 AF2400, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA
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Annex

pluripoténcia i marcadors endodérmics, mesodérmics i ectodérmics.

Anticos Dilucié Referéncia
115-546-071, Jackson
AF488 Goat anti-Mouse 1:200 Immunoresearch, Cambridgeshire,
Regne Unit
. 112-165-020, Jackson
Cy3 Goat anti-Rat 1:200 Immunoresearch
. . 711-545-152, Jackson
AF488 Donkey anti-Rabbit 1:200 Immunoresearch
115-495-075, Jackson
DyLight649 Goat anti-Mouse 1:200 Immunoresearch
. 705-545-147, Jackson
AF488 Donkey anti-Goat 1:200 Immunoresearch
. 715-165-140, Jackson
Cy3 Donkey anti-Mouse 1:200 Immunoresearch
Cy3 Donkey anti-Goat 1:200 705-165-147, Jackson
' Immunoresearch
AF488 Donkey anti-Mouse 1:200 715-545-151, Jackson
' Immunoresearch
Cy3 Donkey anti-Guinea pig 1:100 706-165-148, Jackson
' Immunoresearch
AF488 Goat anti-Mouse 115-546-071, Jackson
1:200 Immunoresearch
i 115-165-075, Jackson
Cy3 Goat anti-Mouse 1:200

Immunoresearch
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3. Els iPSC-CM mostren la repressio dels factors de transcripcio de pluripoténcia

respecte les seves iPSC

I GpG1 iPSC Il GpG1 R78 iPSC-CM
I GpG1 R85 iPSC-CM I GpG1 R90 iPSC-CM

1.2 4 124
1.04

0.8
0.6
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0.10 1
0.05

0.00-
POU5F1 NANOG

Expressio Relativa
Expressid Relativa

1.2 4
1.0
0.8

0.6

AY

0.015 4
0.010 4

0.005 -
0.000 - I
S0X2

Figura S16. Els iPSC-CM de l'individu GPG1 mostren la repressio de I’expressio dels gens SOX2,

Expressio Relativa

NANOG i POU5F1 respecte a les iPSC. Es mostren els valors d’expressié relatius de cada una de

les diferenciacions independents normalitzats pels nivells d’expressio de les iPSC.
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I CFVT-52 iPSC I CPVT-52 R6 iPSC-CM
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Figura S17. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-52 mostren la repressié de I’expressié dels gens

SOX2, NANOG i POU5F1 respecte a les iPSC. Es mostren els valors d’expressio relatius de cada

una de les diferenciacions independents normalitzats pels nivells d’expressio de les iPSC.
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I CPVT-53 iPSC I CPVT-53 R3 iPSC-CM
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Figura S18. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-53 mostren la repressié de I'expressio dels gens

SOX2, NANOG i POUS5F1 respecte a les iPSC. Es mostren els valors d’expressié relatius de cada

una de les diferenciacions independents normalitzats pels nivells d’expressié de les iPSC.

225



1.2 4
1.04
0.8 1

0.6+

0.015
0.010 -
0.005
0.000 -

Expressio Relativa

I CPVT-54 iPSC

Annex

[ CPVT-54 R31iPSC-CM

I crvT-54 R32 ipsc-cv [ CPVT-54 R33 iPSC-CM
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Figura S19. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-54 mostren la repressio de I'expressié dels gens

SOX2, NANOG i POU5F1 respecte a les iPSC. Es mostren els valors d’expressio relatius de cada

una de les diferenciacions independents normalitzats pels nivells d’expressio de les iPSC.
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Figura S20. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-55 mostren la repressié de I’expressio dels gens

SOX2, NANOG i POUS5F1 respecte a les iPSC. Es mostren els valors d’expressio relatius de cada

una de les diferenciacions independents normalitzats pels nivells d’expressié de les iPSC.
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4. Els iPSC-CM mostren la sobreexpressio dels gens codificants per proteines

citoesqueletiques cardiaques respecte les seves iPSC
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Figura S21. Els iPSC-CM de I'individu GPG1 mostren la sobreexpressié dels gens TNNT2 i ACTN2

respecte a les iPSC. Es mostren els valors absoluts d’expressid per cada una de les

diferenciacions independents normalitzats respecte als nivells d’expressié de les iPSC.
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Figura S22. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-52 mostren la sobreexpressio dels gens TNNT2 i

ACTN2 respecte a les iPSC. Es mostren els valors absoluts d’expressid per cada una de les

diferenciacions independents normalitzats respecte als nivells d’expressié de les iPSC.
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I CPVT-53 iPSC
I CPVT-53 RS iPSC-CM
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Figura S23. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-53 mostren la sobreexpressio dels gens TNNT2 i

ACTN2 respecte a les iPSC. Es mostren els valors absoluts d’expressié per cada una de les

diferenciacions independents normalitzats respecte als nivells d’expressio de les iPSC.
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Figura S24. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-54 mostren la sobreexpressio dels gens TNNT2 i

ACTN2 respecte a les iPSC. Es mostren els valors absoluts d’expressid per cada una de les

diferenciacions independents normalitzats respecte als nivells d’expressioé de les iPSC.
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Figura S25. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-55 mostren la sobreexpressio dels gens TNNT2 i

ACTN2 respecte a les iPSC. Es mostren els valors absoluts d’expressid per cada una de les

diferenciacions independents normalitzats respecte als nivells d’expressioé de les iPSC.
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5. Determinacio del patré d’organitzacio de troponina T i a-actinina als iPSC-CM

Troponina T a-actinina

———

Figura S26. Els iPSC-CM de l'individu GPG1 mostren marcatge organitzat de a-actinina i
troponina T. Es mostra el patré de bandejat caracteristic de les proteines citoesqueléetiques a-

actinina i troponina T (verd) i la tincid dels nuclis amb DAPI (blau).

Troponina T a-actinina

Figura S27. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-51 mostren marcatge organitzat de a-actinina i
troponina T. Es mostra el patré de bandejat caracteristic de les proteines citoesquelétiques a-

actinina i troponina T (verd) i la tincid dels nuclis amb DAPI (blau).

Troponina T a-actinina

Figura $28. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-53 mostren marcatge organitzat de a-actinina i
troponina T. Es mostra el patré de bandejat caracteristic de les proteines citoesquelétiques a-

actinina i troponina T (verd) i la tincid dels nuclis amb DAPI (blau).
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Troponina T a-actinina

Figura S29. Els iPSC-CM de l'individu CPVT-54 mostren marcatge organitzat de a-actinina i
troponina T. Es mostra el patré de bandejat caracteristic de les proteines citoesqueléetiques a-

actinina i troponina T (verd) i la tincid dels nuclis amb DAPI (blau).

Troponina T a-actinina

Figura S30. Els iPSC-CM de lindividu CPVT-55 mostren marcatge organitzat de a-actinina i
troponina T. Es mostra el patré de bandejat caracteristic de les proteines citoesquelétiques a-

actinina i troponina T (verd) i la tincid dels nuclis amb DAPI (blau).
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6. Avaluaciod de la puresa de les poblacions d’iPSC-CM mitjancant citometria de
flux per troponina T i a-actinina

iPSC sense anticos primari iPSC amb anticos primari
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Figura S31. Llindars de fluorescéncia utilitzats pels experiments de citometria amb iPSC-CM
respecte les dades obtingudes amb iPSC. “488" indica que s’ha marcat I'anticos primari amb
anticos secundari Alexa Fluor 488 per a la seva deteccid, i “647” indica que s’ha marcat I'anticos
primari amb anticos secundari Alexa Fluor 647 per a la seva deteccié. Es mostra la composicio
de la poblacid analitzada segons mida (FSC-H) i complexitat citoplasmatica (SSC-H) (esquerra), la
mesura de la fluorescencia de la poblacié control Unicament amb anticos secundari (centre) i el
marcatge d’iPSC per troponina T i a-actinina (dreta). Els quadrants dels grafics de fluorescéncia
(dreta) representen no marcatge (quadrant inferior esquerra), marcatge Unic per a-actinina
(quadrant inferior dret), marcatge només per troponina T (quadrant superior esquerra) i doble

marcatge (quadrant superior dret).
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iPSC-CM sense anticos primari iPSC-CM amb anticos primari
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Figura S32. Les diferenciacions a iPSC-CM de la linia iPSC del individu heterozigot CPVT-52
estan formades per quatre subpoblacions de cél-lules. “488” indica que s’ha marcat I'anticos
primari amb anticos secundari Alexa Fluor 488 per a la seva deteccid, i “647” indica que s’ha
marcat I’anticos primari amb anticos secundari Alexa Fluor 647 per a la seva deteccid. Es mostra
la composicié de la poblacié analitzada segons mida (FSC-H) i complexitat citoplasmatica (SSC-
H) (esquerra), la mesura de la fluorescéncia de la poblacié control Unicament amb anticos
secundari (centre) i el marcatge de cél-lules per troponina T i a-actinina (dreta). Els quadrants
dels grafics de fluorescéncia (dreta) representen no marcatge (quadrant inferior esquerra),

marcatge Unic per a-actinina (quadrant inferior dret), marcatge només per troponina T

(quadrant superior esquerra) i doble marcatge (quadrant superior dret).
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iPSC-CM sense anticos primari iPSC-CM amb anticos primari
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Figura S33. Les diferenciacions a iPSC-CM de la linia iPSC del individu homozigot CPVT-53 estan
formades per quatre subpoblacions de cél-lules. “488” indica que s’"ha marcat I'anticos primari
amb anticos secundari Alexa Fluor 488 per a la seva deteccio, i “647” indica que s’ha marcat
I'anticos primari amb anticos secundari Alexa Fluor 647 per a la seva deteccié. Es mostra la
composicié de la poblacié analitzada segons mida (FSC-H) i complexitat citoplasmatica (SSC-H)
(esquerra), la mesura de la fluorescencia de la poblaciéd control Unicament amb anticos
secundari (centre) i el marcatge de cél-lules per troponina T i a-actinina (dreta). Els quadrants
dels grafics de fluorescencia (dreta) representen no marcatge (quadrant inferior esquerra),

marcatge Unic per a-actinina (quadrant inferior dret), marcatge només per troponina T

(quadrant superior esquerra) i doble marcatge (quadrant superior dret).
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7. Resum de I'analisi comparatiu dels parametres analitzats dels transitoris

induits per estimulacié eléctrica de camps entre els iPSC-CM dels individus

portadors de la mutacié RYR2_p.G357S

Taula S3. Valors mitjans dels parametres quantificats dels transitoris de Ca?* induits per

estimulacid eléctrica de camp en condicions basals dels iPSC-CM dels individus portadors de

la mutacié RYR2_p.G357S. Es mostren la mitjana£ES de tots els iPSC-CM analitzats.

Basal
N Durada al.50°_A; ' Ttemps 3 Temps d.e’ Temps.fle Amplitud del
Linia n del transitori  d'alliberacié recaptacio recaptacio 90- transitori (AF/Fo)
(ms) 10-90% (ms)  50-10% (ms) 10% (ms)

GPG1 186 305.03+13.46 79.03+4.14 356.1349.91  490.14+14.36 1.12+0.04
CPVT-51 319 386.47+8.15 125.14+3.93 498.90+8.08 692.15%+12.13 1.29+0.04
CPVT-52 512 208.89+3.69 60.67+1.32 296.83%5.23 406.83+6.99 1.07+0.02
CPVT-53 930 211.931+2.80 62.7310.97 247.48+3.51 351.64+4.68 1.08+0.02
CPVT-54 272 362.83+11.84 107.97#4.60 409.97+9.95 595.52+15.40 0.74+0.03
CPVT-55 181 274.31+7.01 83.26+2.66 360.50+8.47 490.00%£11.10 1.28+0.03

Taula S4. Valors mitjans dels parametres quantificats dels transitoris de Ca?* induits per
estimulacié eléectrica de camp en preséncia d’ISO 100 nM dels iPSC-CM dels individus

portadors de la mutacié RYR2_p.G357S. Es mostren la mitjanazES de tots els iPSC-CM

analitzats.
ISO 100 nM
T .
Duradaal 50% , P> Temps de Temps de Amplitud del
.- .. . d'alliberacié ., . o
Linia n del transitori 10-90% recaptacio 50- recaptacié 90- transitori
(ms) (ms) ) 10% (ms) 10% (ms) (AF/Fo)

GPG1 274 254.91+8.01 68.23+2.66 379.80+9.39 514.08+13.24 1.26+0.03
CPVT-51 320 254.8715.42 65.53+1.78 409.32+8.54 554.17+12.06 1.30+£0.04
CPVT-52 605 155.84+3.48 48.18+1.16 231.2615.34 313.36%7.12 1.10+0.03
CPVT-53 856 177.02+2.03 57.30+0.60 219.69+3.79 304.0615.05 1.37+0.02
CPVT-54 370 282.9217.66 75.00+2.48 375.55£10.54  533.92+15.47 0.81+0.03
CPVT-55 342 249.63+5.67 68.36+1.55 351.62+8.72 476.19+11.96 1.38+0.03
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Taula S5. p-valors de I’analisi comparatiu amb One-Way ANOVA de la durada al 50% del
transitori de Ca?* induits per estimulacié eléctrica de camps en condicions basals i en preséncia
d’ISO 100 nM entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S en

heterozigosis i homozigosis.

Durada al 50% transitori (ms)

Basal 1ISO 100 nM
CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52  8.33E-56 9.73E-45
CPVT-53  1.43E-87 0.0007 2.74E-31 0.0009
CPVT-54 0.8705 1.60E-39  8.32E-65 3.10E-03  4.43E-78  5.39E-62
CPVT-55 3.69E-19 0.0251 4.92E-08  1.26E-12 1 5.11E-42  1.18E-28 0.0001

Taula S6. p-valors de I'analisi comparatiu amb One-Way ANOVA del temps d’alliberacié 10-
90% dels transitoris de Ca?* induits per estimulacié eléctrica de camp en condicions basals i en
preséncia d’'ISO 100 nM entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S en heterozigosis i homozigosis.

Temps d'alliberacié 10-90% (ms)

Basal 1ISO 100 nM
Linia CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52  7.90E-37 2.85E-14
CPVT-53 2.96E-65  7.98E-05 0.0010 7.39E-07
CPVT-54 0.1210 1.80E-20  8.05E-41 0.0012 4.55E-36  3.59E-18
CPVT-55 2.48E-15 1 4.93E-05  7.81E-08 1 6.80E-20  6.15E-07 0.0719

Taula S7. p-valors de I’'analisi comparatiu amb One-Way ANOVA del temps de recaptacié 50-
10% en condicions basals i en preséncia d’ISO 100 nM dels transitoris de Ca%" induits per
estimulacié electrica de camp entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S en heterozigosis i homozigosis.

Temps de recaptacié 50-10% (ms)

Basal 1ISO 100 nM
Linia CPVT-51  CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 | CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52 1.57E-76 9.47E-65
CPVT-53 1.47E-160 4.47E-24 1.79E-80 1
CPVT-54 2.78E-17 1.18E-16  5.39E-63 0.038 1.70E-47  1.94E-61
CPVT-55  2.33E-27 0.006 4.49E-24 0.010 6.23E-06  4.82E-32  1.68E-42 0.438
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Taula S8. p-valors de I’analisi comparatiu amb One-Way ANOVA del temps de recaptacié 90-

10% en condicions basals i en preséncia d’ISO 100nM dels transitoris de Ca?* induits per

estimulacié electrica de camp entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S en heterozigosis i homozigosis.

Temps de recaptacié 90-10% (ms)

Basal 1ISO 100 nM
Linia CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52 3.75E-101 2.83E-61
CPVT-53 3.86E-163 2.60E-07 1.01E-72 1
CPVT-54 7.40E-10 1.01E-42 7.03E-81 1 1.18E-56 2.04E-68
CPVT-55 2.46E-32 9.63E-07 2.78E-20  9.74E-09 | 1.35E-05 2.62E-30  1.59E-37 0.0024

Taula S9. p-valors de I'analisi comparatiu amb One-Way ANOVA de I'amplitud del transitori

en condicions basals i en preséncia d’ISO 100 nM dels transitoris de Ca%" induits per

estimulacidé electrica de camp entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S en heterozigosis i homozigosis.

Amplitud del transitori (AF/Fo)

Basal ISO 100 nM
Linia CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 | CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52  7.42E-07 1.26E-05
CPVT-53  1.25E-07 1 1 3.18E-16
CPVT-54 4.24E-32 4.63E-16  1.87E-18 2.28E-24  3.79E-11  2.66E-46
CPVT-55 1 0.0004 0.0002 7.20E-23 1 1.22E-10 1 3.99E-33
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8. Resum de I'analisi comparatiu dels parametres analitzats en els transitoris

induits per cafeina 10 mM entre els iPSC-CM dels individus portadors de la

mutacio RYR2_p.G357S

Taula $10. Valors mitjans dels parametres quantificats dels transitoris de Ca?* induits per

cafeina 10 mM en condicions basals dels iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S. Es mostren la mitjanaES de tots els iPSC-CM analitzats.

Basal
Dslg;d:e;;“ Temps Temps de Temps de Am::It ud
Linia n transitori d'allit:eracié recapotacié recapotacié transitori
(ms) 10-90% (ms) 50-10% (ms)  90-10% (ms) (AF/Fo)

GPG1 613 700.70£11.19 176.10+3.89 533.08+8.53 884.99+13.18 2.36+0.03
CPVT-51 611 932.72+14.50 220.68+6.11 482.63+12.54 858.39+19.65 2.73£0.04
CPVT-52 481 819.03+10.18 186.80+5 488.17+11.12 883.76+12.08 2.8340.05
CPVT-53 1187 752.54+8.59 138.51+2.49 602.14+8.78 965.62+9.95 2.90+0.05
CPVT-54 857 770.84+11.87 183.42+5.18 577.68+10.91 952.98+13.49 2.44+0.03
CPVT-55 705 811.19+#8.67 172.71+4.12 521.71+6.02 918.14+7.47 2.55£0.04

Taula S11. Valors mitjans dels parametres quantificats dels transitoris de Ca?* induits per
cafeina 10 mM en preséncia d’ISO 100nM dels iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S. Es mostren la mitjanazES de tots els iPSC-CM analitzats.

1ISO 100 nM
N Durada aI.SO% Tc'-:mps By Temps'c’ie Temps'clje Amplitud del
Linia n del transitori  d'alliberacié recaptacié 50- recaptacié 90- transitori (AF/Fo)
(ms) 10-90% (ms) 10% (ms) 10% (ms)

GPG1 632 649.9619.29 129.76+2.02 613.95+7.54 967.37%8.61 2.80+0.04
CPVT-51 854 888.97+13.37 179.45+4.29 534.28+15.17 901.91+16.54 2.72+0.03
CPVT-52 781 758.60+13.54 131.46%+2.63 538.11+8.24 924.5949.79 2.91+0.03
CPVT-53 1365 792.97+8.66 140.65+2.10  534.21+8.98 909.19+10.08 2.85+0.02
CPVT-54 731 708.35+11.13  132.36+3.24  563.45%6.71 938.91+8.06 2.42+0.03
CPVT-55 735 746.8218.34 134.34+2.59 517.44+7.96 912.4148.51 2.97+0.04

237



Annex

Taula S12. p-valors de I'analisi comparatiu amb One-Way ANOVA de la durada al 50% dels
transitoris de Ca?* induits per cafeina 10 mM en condicions basals i en preséncia de 1SO 100
nM entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S en heterozigosis i

homozigosis.

Durada al 50% del transitori (ms)

Basal 1ISO 100 nM
CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52  6.00E-09 3.13E-15
CPVT-53  2.53E-32 0.0005 9.38E-11 0.2477
CPVT-54  2.59E-23 0.0675 1 1.02E-27 0.0337 1.18E-07
CPVT-55  2.64E-12 1 0.0005 0.1153 1.84E-17 1 0.0240 0.3173

Taula S13. p-valors de I’analisi comparatiu amb One-Way ANOVA del temps d’alliberacié 10-
90% dels transitoris de Ca?* induits per cafeina 10 mM en condicions basals i en preséncia d’ISO
100 nM entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutaci6 RYR2_p.G357S en

heterozigosis i homozigosis.

Temps d'alliberacié 10-90% (ms)

Basal 1ISO 100 nM
CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 | CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52  4.06E-05 1.17E-28
CPVT-53 3.73E-42  7.66E-13 3.00E-24 0.2382
CPVT-54  4.40E-08 1 4.87E-16 1.08E-26 1 0.5000
CPVT-55 3.88E-12 0.6601 1.94E-08 1 1.24E-24 1 1 1

Taula S14. p-valors de I'analisi comparatiu amb One-Way ANOVA de la durada del temps de
recaptacié 50-10% dels transitoris de Ca®* induits per cafeina 10 mM en condicions basals i en
preséncia d’'ISO 100 nM entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S en heterozigosis i homozigosis.

Temps de recaptacié 50-10% (ms)

Basal ISO 100 nM
Linia CPVT-51  CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 | CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52 1 1
CPVT-53 2.16E-17 1.57E-13 1 1
CPVT-54 6.61E-10 1.18E-07 0.6703 0.7341 1 0.4504
CPVT-55 0.1397 0.5544 7.86E-09  7.76E-04 1 1 1 0.0412
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Taula S15. p-valors de I’analisi comparatiu amb One-Way ANOVA de la durada del temps de

recaptaci6é 90-10% dels transitoris de Ca?* induits per cafeina 10 mM en condicions basals i en

preséncia d’'ISO 100 nM entre els iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié

RYR2_p.G357S en heterozigosis i homozigosis.

Temps de recaptacié 90-10% (ms)

Basal ISO 100 nM
Linia CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52 1 1
CPVT-53  1.18E-08 0.0002 1 1
CPVT-54  5.00E-06 0.0077 1 0.3834 1 0.7291
CPVT-55 0.0299 1 0.0645 0.7500 1 1 1 1

Taula S16. p-valors de I’analisi comparatiu amb One-Way ANOVA de I'amplitud dels transitoris

de Ca* induits per cafeina 10 mM en condicions basals i en preséncia d’ISO 100 nM entre els

iPSC-CM dels individus portadors de la mutacié RYR2_p.G357S en heterozigosis i homozigosis.

Amplitud del transitori (AF/Fo)

Basal ISO 100 nM
Linia CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54 | CPVT-51 CPVT-52 CPVT-53 CPVT-54
CPVT-51
CPVT-52 1 0.0005
CPVT-53 0.0029 1 0.0212 1
CPVT-54 7.22E-08 3.20E-12 6.12E-27 4.13E-09 6.66E-23 3.99E-22
CPVT-55 0.0102 8.11E-06  7.42E-14 0.2381 1.65E-06 1 0.0767 1.04E-27
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9. Posicié genomica de les variants i transcrit utilitzat per I’anotacié de les

variants

Taula S17. Localitzacié genomica de les variants i transcrit utilitzat per I'anotacié de les

variants trobades a I'individu CPVT-51 i les compartides entre els individus CPVT-52 i CPVT-53.

Gen Posicié Variant de Transcrit de
genomica Nucleotid referéncia

DSP 7581032 c.C4609T ENST00000379802
MYH6 23876267 c.G166A ENST00000405093
SCN11A 38888195 c.A5366G ENST00000302328
TTN 179474488 c.G51662A ENST00000589042
AKAP9 91708898 c.A7451G ENST00000356239
CACNA1H 1252441 c.T1991C ENST00000348261
CACNB2 18828635 c.T1965G ENST00000324631
DPP6 154379646 c.C914T1 ENST00000406326
NEBL 21157673 c.G604A ENST00000377122
PITX2 111542124 c.Ce07T ENSTO0000557119
PITX2 111542154 c.C577T ENSTO0000557119
SCN10A 38766760 c.C3133A ENST00000449082
TP63 189349247 c.A-58T ENST00000264731
XIRP1 39226114 c.C4823T ENST00000340369
XIRP2 168115325 c.A1603G ENST00000409605
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